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LC-MS/MS Liquid Chromatography - tandem Mass Spectrometry、液体クロマトグラフィー質
量分析法 
AUCss Area Under the serum concentration time Curve、最終投与日の投与間隔（0時か
ら 24時間まで）における血清中濃度‐時間曲線下面積 
AUCinf Area Under the serum concentration time Curve、0時から無限大時間までの血清
中濃度‐時間曲線下面積 
AUCt Area Under the serum concentration time Curve、0時から定量可能な濃度の最後
のサンプリング時間までの血清中濃度‐時間曲線下面積 
BLOQ Below Lower Limit of Quantification、定量下限未満 
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BMV Bioanalytical Method Validation、生体試料中分析法バリデーション 
BSA Bovine Serum Albumin、牛血清アルブミン 
CDP-Star 〔化学発光試薬名．アルカリホスファターゼの基質〕 
CDR Complementarity Determining Region、相補性決定領域 
CIC Ciclesonide， 
 16, 7-[(1R)-Cyclohexylmethylidenedioxy]-11,21-dihydroxypregna-1,4-diene-3,20- 
dione 21-(2-methylpropionate) 、シクレソニド 
CIC - HFA 〔シクレソニドの加圧式定量噴霧吸入器製剤〕 
Ciclesonide M1   Des-isobutyryl-Ciclesonide、シクレソニド活性代謝物 
Cmax maximum Concentration、最高血中濃度 
CV Coefficient of Variation、変動係数 
d11-Ciclesonide 〔シクレソニドの重水素標識体〕 
d11-Ciclesonide M1 〔シクレソニド活性代謝物の重水素標識体〕 
DiQC Dilution Quality Control sample、希釈測定用品質管理試料 
ECL Electrochemiluminescence immunoassay、電気化学発光免疫測定法 
ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay、酵素免疫測定法 
EMA European Medicines Agency、欧州医薬品庁 
ESI Electro-Spray Ionization、エレクトロスプレーイオン化 
Fab antigen-binding Fragment、抗原結合性フラグメント 
FDA U.S. Food and Drug Administration、アメリカ食品医薬品局  
Gb3 Globotriosylceramide、グロボトリオシルセラミド 
HBR Heterophilic Blocking Reagent、〔試薬名〕 
HFA/ HFA-134a Hydrofluoroalkane、代替フロン：1,1,1,2-テトラフルオロエタン 
HPLC High Performance Liquid Chromatography、高速液体クロマトグラフィー 
HQC High concentration of Quality Control sample、高濃度品質管理試料 
HRP Horseradish Peroxidase、西洋わさびペルオキシダーゼ 
HUS Hemolytic Uremic Syndrome、溶血性尿毒症症候群 
ICS Inhaled Corticosteroid、吸入ステロイド 
Ig Immunoglobulin、免疫グロブリン 
IgG Immunoglobulin G、免疫グロブリン G 
ISR Incurred Sample Reanalysis 
ISS Incurred Sample Stability  
LBA Ligand Binding Assay、リガンド結合法 
LLOQ Lower Limit of Quantification、定量下限 
LQC Low concentration of Quality Control sample、低濃度品質管理試料 
MAb, MoAb Monoclonal Antibody，モノクローナル抗体 
MAb1F4 Monoclonal Antibody 1F4、抗 Urtoxazumabイデオタイプマウスモノクローナル
抗体 
MF Matrix Factor、マトリックスファクター 
MQC Middle concentration of Quality Control sample、中間濃度品質管理試料 
MRD Minimum Required Dilution、最低希釈倍率 
MS/MS Tandem Mass Spectrometer、タンデム質量分析計 
O-157 O157:H7（Escherichia coli O157:H7）、腸管出血性大腸菌 
PBS Phosphate Buffered Saline、リン酸緩衝生理食塩水 
PK Pharmacokinetics、薬物動態 
pMDI pressurized Metered-Dose Inhaler、加圧式定量噴霧吸入器 
QC試料 Quality Control sample、品質管理試料 
r Correlation coefficient、相関係数 
RE Relative Error、真度 
RIA Radio Immuno Assay、ラジオイムノアッセイ 
SD Standard Deviation、標準偏差 
S/N Signal-to-Noise ratio 、SN比  
STEC Shiga Toxin-Producing E. coli、志賀毒素産生性大腸菌 
Stx Shiga toxin、志賀毒素 
Stx-2 Shiga toxin 2、志賀毒素 2 
t1/2 elimination half-life、消失半減期 
tmax maximum drug concentration time、最高血中濃度到達時間 
TMB 3,3’,5,5’-Tetramethyl-Benzidine、テトラメチルベンジジン  
ULOQ Upper Limit of Quantification、定量上限 
Vd Volume of distribution、分布容積 
MRT Mean Residence Time、平均滞留時間 
ICH International Conference on Harmonization、日米 EU医薬品規制整合化国際会議 
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緒言 
近年，生体試料中薬物濃度分析はバイオアナリシスと称されることが多くなり，医薬品開発に
おける注目度が高まっている[1, 2]．バイオアナリシスの評価対象は病態を反映するバイオマーカ
ーや医薬品及び代謝物，並びにバイオ製剤投与時における抗薬物抗体など，様々な分析対象物が
考えられ，測定方法も機器分析からイムノアッセイまで多様である[3]． 
小児臨床試験では小児特有の病態や薬効メカニズムに基づいて最適な用法・用量を検討する．
生体試料中のバイオマーカーや薬物の分析結果は，小児における有効性や安全性を科学的に裏打
ちする上で重要性は高く，医薬品の評価に必要な情報である．しかし，小児の薬物動態試験は成
人に比較して治験参加や検体採取の負担が大きくなりやすく，リスクとベネフィットの関係から
実施は容易ではない．特に国内における小児臨床試験は実績が少なく，情報が不足することがあ
る．小児薬物動態試験の推進には，限られた小児患者から，できるだけ減らした検体採取量で，
必要最低限の観測ポイントから得られた生体試料による評価が有効と考えられる．限られた代表
値から血中薬物動態を適切に評価するためには，解析に用いる測定結果に高い信頼性と正確性が
求められる． 
一般にバイオアナリシスにおける測定値の妥当性は，分析法バリデーションにより検証される
[4-6]．バイオアナリシスにおける分析法バリデーションの系統的な議論は 1990 年に開始され，
以来バイオアナリシスにおける分析法バリデーション（Bioanalytical Method Validation; BMV）は，
分析法の開発に続いて事前に検討すべき分析法のバリデーション（プレスタディーバリデーショ
ン）と実測定中に確認するべきバリデーション（インスタディーバリデーション）の二つから構
成されている[7, 8]．インスタディーバリデーションでは実試料の測定時においても，用いられて
いる分析法の性能が維持されていることを検証する．特にヒトにおいてはマトリックス中に個体
間変動の要因となる未知の成分が含まれることがあり，事前に複数の個体を用いて選択性を検討
することが求められている．しかし，個体間変動の影響が事前の検討では検証しきれず，実試料
分析の時に判明する事例があるため，実試料に対してもバリデーションが必要と考えられている．
最近ではこれらプール血清で調製した管理血清では評価できない要因に対して，実試料を用いた
バリデーションとして ISR（Incurred Sample Reanalysis）による再現性の確認や ISS（Incurred Sample 
Stability）による投与検体の安定性（再現性）が提唱されている[9-11]．特に ISRにおいては，生
物学的同等性試験や TK試験など薬物動態を主評価目的とする試験での実施が行政から要求され
ている．LBA（Ligand Binding assay）においては実試料マトリックスと検量線マトリックスとの
応答に差異が懸念されるため，実試料を段階希釈して真度を検討する parallelismによる確認も提
唱されている[12]． 
しかし，上述の通り，患児への負担を考慮すると測定法の検証目的での採血は最小限としたい．
ここで、実試料を用いたバリデーション項目を行わずとも，分析法開発の検討段階でマトリック
スの影響を受けにくい方法を構築し，事前のバリデーションで信頼性を高めた分析法であれば，
実際の小児臨床試験において十分な検証結果が得られると考えた． 
本論文では小児臨床試験に用いられる様々なケースのバイオアナリシスについて，信頼性を高
めるための研究を行った．確立した分析法はバリデーションによって妥当性を検証し，実際に小
児臨床試験に適用して，新たな知見を得た． 
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第１章では低分子医薬品として，吸入ステロイド剤である Ciclesonide について，日本人小児喘
息患者における血清中薬物濃度を評価した．Ciclesonide はプロドラックであり，抗炎症効果の高
い活性代謝物に代謝されて薬効を示すため，未変化体と活性代謝物を高感度に測定する必要があ
る．そこで APPI-LC-MS/MS法による血清中の未変化体と活性代謝物の二成分同時定量法を構築
し，小児臨床試験への適用を考慮したバリデーション項目により分析法の妥当性検証を行った．
確立した分析法を実際に小児臨床試験に応用し，日本人小児患者における薬物動態を明らかにし
た．更に，国内健康成人並びに海外小児患者における薬物動態を比較した． 
 
第 2 章では血清中バイオマーカーとして O-157 の産生する志賀毒素（Stx-2）に着目した．志賀
毒素産生性大腸菌（Shiga toxin-producing E. coli; STEC）感染者は下痢（水様便）の後に血便症状
を呈し，小児では溶血性尿毒症症候群（hemolytic uremic syndrome; HUS）に移行して死に至るこ
とがあり，国内でも度々社会問題となっている[13-19]．Stx-2 は HUSの進行に関連していると考
えられるが，これまでに血中の Stx-2 濃度を正確に定量した事例はなく，STECの感染と血中毒素
濃度の検討は報告されていない．そこで，本章では小児患者の血清中 Stx-2 濃度の超高感度定量法
として化学発光-ELISAを開発し，第 1 章のバリデーション項目をベースに高分子 LBAの特徴を
加味したバリデーションにより分析法の妥当性を検証した．確立した分析法を STEC に感染した
小児の疫学調査に応用し，血清中 Stx-2 の出現タイミングや濃度推移を検討した． 
 
第 3 章ではバイオ医薬品の事例として，Stx-2 中和抗体である Urtoxazumab の血清中薬物動態を
解析した．Urtoxazumab は血清中で Stx-2 の標的結合部位に結合し，細胞毒性を抑制する抗ベロ毒
素抗体である．小児患者における Urtoxazumab の曝露レベルを確認するため，ELISA による血清
中 Urtoxazumab 定量法を開発し，LBAに合わせたバリデーションにより分析法の妥当性を検証し
た．確立した分析法を臨床試験に応用し，健康成人と小児患者の血清中薬物濃度を測定し，薬物
動態を比較した． 
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第 1 章 APPI-LC-MS/MS 法による吸入ステロイド剤 Ciclesonide の薬物濃度測定法と薬物動態 
第 1 章では，日本人小児気管支喘息患者を対象に新規吸入ステロイド剤である Ciclesonide 投与
時のヒト血清中濃度測定法に関する基礎研究を行った． 
Ciclesonide はプロドラッグであり，投与後に活性代謝物 des-isobutyryl-Ciclesonide に変換される
ため，二成分の同時測定法を構築した．測定法の構築においては，国内健康成人における薬物動
態[20]との比較精度を考慮して，各成分の濃度感度を血清中 10 pg/mLを目標定量限界とした．確
立した測定法について小児臨床検体測定の視点からバリデーション項目を検討し，その妥当性を
確認した．さらに日本人小児気管支喘息患者に Ciclesonide を吸入投与した時の血中薬物濃度を測
定し，実測定値の妥当性を確認した．国内小児臨床試験の結果から日本人小児患者における薬物
動態を解析し，成人との比較並びに海外小児患者[21]との比較について考察した． 
吸入ステロイド薬(ICS)は肺局所において抗炎症作用を示し，喘息患者の長期管理薬として第一
選択薬に推奨されているが，一方では全身性の副作用の懸念が問題とされている[22, 23]．
Ciclesonide は新規の合成ステロイドであり，Fig.1 に示すように肺組織内においてエステラーゼに
よる加水分解を受け，活性代謝物（des-isobutyryl-cicesonide; Ciclesonide M1）に変換されるプロド
ラックである[24-16]．Ciclesonide はグルココルチコイド受容体に対する親和性をほとんど示さな
いが，肺組織内で活性化された活性代謝物は Ciclesonide の約 100 倍の親和性をもち，フルチカゾ
ンやブデソニドといった他の ICSと同様の薬効を示す[27]． 
 
 
Fig. 1 Chemical structure of Ciclesonide and its active metabolite (Des-isobutyryl- 
Ciclesonide)  
 
 Ciclesonide を定量噴霧式エアゾール製剤（pMDI）として吸入投与すると，成人で 52%の薬剤が
肺に到達する[28]．Ciclesonide および Ciclesonide M1 は脂溶性が高く[25]，肺滞留時間が長いため
[29,30]，肺局所において持続的な抗炎症作用を示す．肺で生成された Ciclesonide M1 は循環血中
に移行して，肝で速やかに代謝・不活性化される[31]．一方，肺に到達せず，嚥下により消化管か
ら吸収された Ciclesonide は，経口投与時のバイオアベイラビティーが 1%と低いことから[26,32]
ほとんど循環血中では観測できないと考えられる． 
以上のことから，Ciclesonide は肺局所から吸収された薬剤のみが血中濃度として観測されるの
で，活性代謝物である血清中 Ciclesonide M1 濃度を測定することで有効な吸入量を評価すること
が可能と考えられる．国内健康成人との比較により国内小児患者における吸入量の妥当性を考察
  - 4 -  
する上でも，血中薬物濃度の測定が有効と考えられる． 
Nave らは Ciclesonide の pMDI 製剤を海外小児患者 37 名に投与したときの薬物動態について，
吸入補助器具の効果を含めた検討を実施している[21]．国内で同規模の小児患者の臨床薬物動態試
験を実施することは困難であるが，海外小児患者の結果をベースに比較検討することで国内小児
患者の薬物動態の差異を検証することは有用であると考えた．そこで，海外小児患者と厳密な比
較ができるように同一の測定原理を採用し，同一の定量感度（血清 0.3 mL 使用時 10 pg/mL）にな
るよう高感度測定系を構築した．構築した測定系の妥当性を評価するために分析法バリデーショ
ンについて検討した．小児患者では，採血の負担を少なくするため，ISRのような実際の検体を
用いた測定値の妥当性検証は実施しないこととした．ISRにて検証される要因は，分析法の構築
と他の検討項目により考察した． 
 
1-1 APPI-LC-MS/MS法による Ciclesonide 及び des-isobutyryl-Ciclesonide の同時測定法開発 
1-1-1 ヒト血清中 Ciclesonide 測定方法 
近年，多くの医薬品において血中薬物濃度測定には ESI-LC-MS/MS 法が用いられているが，
Ciclesonide のように組成式が CHO のみから構成されるステロイド類では，イオン化効率が低く，
感度が得られにくいことが知られている[33-35]． 
これまで，国内健康成人の血清中 Ciclesonide 及びその活性代謝物（Des-isobutyryl-Ciclesonide: 以
下 Ciclesonide M1）の定量には，コロナ放電により化合物をイオン化する APCI-LC-MS/MS 法が用
いられている[20]．海外でも APCI-LC-MS/MS 法による血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の分
析法バリデーションの報告があるが，定量下限 10 pg/mL を得るのに血清 1 mLを用いている[36]． 
近年，低～中極性の化合物のイオン化に優れる大気圧光イオン化法(APPI)-LC-MS/MS 法が報告
されている[37]．APPIは新しく開発されたイオン化法で APCIとイオン源の構造は類似している
が，APCIがコロナニードルから高電圧をかけて化合物をイオン化するのに対し，APPIは紫外光
を照射し，光化学的にイオンの生成を促進させる方法である[38]．Ciclesonide や Ciclesonide M1 の
様に低極性の化合物に適しており，ESI や APCIではイオン化がされにくい化合物をイオン化でき
るだけでなくイオン化の際にフラグメントができにくいため高感度化に有効である．また，APPI
イオン化法は ESI 法に比較して，その原理上イオンサプレッションを受けにくいことも報告され
ている[39]．APPI-LC-MS/MS による血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の測定においてもバリ
デーションの報告があり，大気圧光イオン化法(APPI)-LC-MS/MS法により血清 0.5 mL で定量下限
10 pg/mLを達成している[40]． 
そこで，APPI-LC-MS/MS 法を用いて血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の同時定量法を検討
した． 
 
1-1-2 実験方法 
（１）試薬及び実験材料 
標準物質及び内標準物質である Ciclesonide（標準物質-1），Ciclesonide M1（標準物質-2），
d11-Ciclesonide（内標準物質-1）及び d11-Ciclesonide M1（内標準物質-2）は ALTANA Pharma AG
社より供給されたものを使用した．内標準物質-1 及び内標準物質-2 の構造を Fig. 2 に示す．HPLC
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純度はそれぞれ 91.8%及び 96.6％であったが，供給された化合物の重水素同位体の分布を測定し
たところ d9 体を最も多く含んでいた． 
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(a) (b) 
Fig. 2 Chemical structure of the two internal standards d11-Ciclesonide (a) and 
d11-Ciclesonide M1 (b) 
 
一般試薬としてエタノール，メタノール，アセトンは HPLC用を用い，酢酸，ジイソプロピル
エーテル，ジメチルスルフォキシド（DMSO） は試薬特級を用いた（和光純薬工業株式会社）．
超純水は蒸留水を超純水製造装置で精製したものを用いた． 
ヒトブランク血清は SNBL 社で調製したヒト個体別（日本人）及びプールブランク血清（日本
人）ならびに株式会社日本生物材料センターから購入したヒト個体別血清（白人）を測定に用い
た．  
 
（２）装置 
高速液体クロマトグラフィー（HPLC）システムは LC-10A（株式会社島津製作所），質量分析装
置（MS/MSシステム）は API5000（Applied Biosystems/MDS Sciex），APPI ionization source（Applied 
Biosystems/MDS Sciex），データ処理装置は Analyst Version 1.4.1（Applied Biosystems/MDS Sciex），
振とう機は SA-31（ヤマト科学株式会社），超純水製造装置は Milli-Q システム（旧日本ミリポア
株式会社），窒素乾固装置は Turbo Vap LV Evaporator（Caliper Life Sciences, Inc.）を用いた． 
 
（３）Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の測定手順 
試料の前処理は以下の手順で実施した．検量線用試料もしくは QC用試料（330 L）において
は内標準溶液 50 Lを，ブランク試料においてはエタノール 50 Lを添加した後撹拌した．測定
試料及び並行 QC用試料（300 L）においてはエタノール 30 L及び内標準溶液 50 L を添加し
た後撹拌した．次にジイソプロピルエーテル(600 L)を添加し， 5 分間振盪した．遠心分離（設
定温度：15C，3000 rpm，5 分間）後，有機層（上層）470 Lをあらかじめ DMSO 50 Lを分注
しておいた別の試験管に加え，攪拌した．窒素気流下で濃縮乾固し，残留物に 50 Lのメタノー
ルを加え撹拌し，遠心分離（設定温度：15C，3000 rpm，5 分間）した．上清 40 Lを LC-MS/MS
に注入した． 
APPI-LC-MS/MS の分析条件を Table1 及び Table2 に示した． 
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Table 1 HPLC condition 
Analytical column：Luna C18（2）（4.6 mm I.D. 50 mm，5 m，Phenomenex） 
Column Inlet Filter：Model 7335（0.5 m pore 3.0 mm I.D.，Rheodyne LLC） 
Mobile phase A：10 mmol/L acetic acid in water ／acetone（8：2，v/v） 
Mobile phase B：10 mmol/L acetic acid in ethanol ／acetone（8：2，v/v） 
Gradient program：Time table 
 
 
 
 
 
Flow rate：1 mL/min 
Column oven temperature：40C 
Autosampler temperature：room temperature 
Needle Wash solution：Methanol 
Analytical time：7 minutes 
Time (min) Mobile phase A (%) Mobile phase B (%) 
0.00～3.00 40→5 60→95 
3.00～6.00 5 95 
6.00～7.00 40 60 
 
 
Table 2 MS/MS condition 
Ionization： APPI（300C），negative ion mode 
Monitoring ion：  Q1 acetic acid adduct  
Analyte Q1（m/z*） Q3（m/z*） 
Ciclesonide 599.3 339.2 
Ciclesonide M1 529.3 357.2 
d11-Ciclesonide 608.4 339.2 
d11-Ciclesonide M1 538.4 357.2 
         *：mass-to-charge ratio 
 
（４）濃度算出法 
検量線用試料を測定法により測定し，それらのピーク面積比（標準物質-1／内標準物質-1 又は
標準物質-2／内標準物質-2）を用いて，最小二乗法により一次回帰直線式から検量線（Y = aX + b，
Y：ピーク面積比，X：濃度）を作成した．測定対象となる試料のピーク面積比を検量線に当ては
めて測定値を算出した．最終的な濃度範囲は 10～2000 pg/mL，重み付けはバリデーションの結果
1／X2とした． 
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1-1-3 分析条件の設定 
（１）ドーパントの添加方式 
 APPIではイオン化促進にドーパントの添加が有効な場合があるが，ポストカラムでイオン源に
導入する場合にはドーパント用のポンプが 1 流路必要となる．ポンプ台数の増加はイオン化時の
噴霧においてベースラインの脈動的な変動要因となるため SN比の点では高感度化にマイナスの
方向に作用する．Ciclesonide ではドーパントであるアセトンを予め移動相に添加することが有効
であるので[40]，感度低下要因を一つ削減し，装置構成の面からもより単純＝堅牢なシステムとし
た． 
 
（２）移動相溶媒の選択 
移動相の溶媒選択においては，Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 は共に疎水性が高く，極性溶媒
には溶けにくいため，逆相系の HPLCではカラムをはじめとする HPLCのラインに残留し，キャ
リーオーバー等を引き起こす懸念がある[40]．対策にはオートサンプラーの洗浄液や洗浄プログラ
ムの検討やグラジエントプログラムへの洗浄工程の追加が考えられる． 
しかし，これらの対策は分析条件を複雑にし，分析時間を長くするため，堅牢性を低下させる
要因にも繋がっている．そこで移動相には，Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の溶解度が高いエタ
ノールを選択した． 
 
（３）マトリックスの選択 
検体マトリックスの選択は，成人における血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の測定法構築
時に血清中で Ciclesonide から Ciclesonide M1 への変換が起こらないことを確認しており，今回も
血清を試料とした． 
 
1-2 APPI-LC-MS/MS法によるCiclesonide及びDes-isobutyryl-Ciclesonideの同時測定法のバリデー
ション試験 
1-2-1 低分子化合物（クロマトグラフィー）における分析法バリデーション 
バイオアナリシスにおけるバリデーション（Bioanalytical Method Validation: BMV）は医薬品の
承認申請に用いられることから，その概念については ICHとは異なる独自の議論が行われていた．
現在の考え方の基本は 1990年の the 1st AAPS/FDA Bioanalytical Workshop (Crystal city I, VA) (Crystal 
city I, VA)のカンファレンスレポート[7]に基づいている．2000 年に the 2nd AAPS/FDA Bioanalytical 
Workshop (Crystal city II, VA) “Bioanalytical Method Validation, A Revisit with Decade of rogress”[8]で
項目と構成が整理され，低分子化合物を中心とした LC-MSなどの機器分析についての BMVの概
念は世界的なコンセンサスが得られており，現在，FDA, EMA, NIH共にほぼ共通のガイドライン
が出揃ったところである[4-6] ． 
BMVガイドラインでは，バリデーションは実測定前の事前検証であるプレスタディーバリデー
ションと，実測定中の妥当性検証であるインスタディーバリデーションの 2 つのステージに分か
れる．本章でもステージ別にバリデーションを実施した． 
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1-2-2 プレスタディーバリデーション 
LC-MS/MS によるヒト血清中 Ciclesonide 及び活性代謝物 Ciclesonide M1 の濃度測定法の信頼性
を保証することを目的とし，分析法のバリデーションを実施した．バリデーション項目は，選択
性，定量限界，検量線，真度及び精度（同時再現性並びに日差再現性），マトリックス効果，希釈
再現性の確認を行った．また，採血から測定までの検体中での安定性を確認するため，室温保存
安定性，凍結融解安定性，オートサンプラー中安定性，長期保存安定性の確認を行った． 
なお，バリデーションの評価には，特に記載が無い場合は次の計算式から算出した． 
 
・真度（相対誤差：RE） 
100  (%) RE 　　
理論値
測定値－理論値
　   
・精度（変動係数：CV） 
100  (%) CV 　　
平均値
標準偏差
　   
・安定性（残存率） 
100  (%) 　　
用時調製した測定値
保存後の測定値
　残存率   
 
バリデーションの許容基準は，各国の BMVガイドライン合わせて，以下の値で設定した． 
・真度（%）：±15.0%以内（定量限界（下限）は±20.0%） 
・精度（CV（%））：15.0%以下（定量限界（下限）は 20.0%以下） 
・安定性（残存率）：±15.0%以内 
 
1-2-2.1 選択性 
個体差による内因性物質の測定系への影響を考察するため，以下の方法で選択性の確認を実施
した．日本人及び欧米人についてそれぞれ男女各 3個体，合計 12個体分のブランク血清を用いて，
クロマトグラム上の Ciclesonide，Ciclesonide M1，d11-Ciclesonide 及び d11-Ciclesonide M1 の保持
時間付近における妨害ピークの有無について検討した．評価方法は個体別ブランク血清と定量下
限の標準プール血清（LLOQ：10 pg/mL）における，測定対象物質のピーク面積及び内標準物質の
ピーク面積の比較により行った．予め判断基準を，①測定対象物質では定量下限（LLOQ）のピー
クの 20%以下，②内標準物質では測定系への添加量濃度のピークの 5%以下に設定した． 
その結果，Ciclesonide 及び d11-Ciclesonide 並びに Ciclesonide M1 及び d11-Ciclesonide M1 の保
持時間付近に妨害ピークは確認されなかった．Ciclesonide 及び d11-Ciclesonide のクロマトグラム
を Fig.3 に，Ciclesonide M1 及び d11-Ciclesonide M1 のクロマトグラムを Fig.4 に示す．日本人及び
コーカシアンの男女の血清中には，測定を妨害するピーク成分は見られなかった． 
  - 9 -  
 
Fig.3 Typical chromatograms of human blank serum for Ciclesonide and d11-Ciclesonide 
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Fig.4 Typical chromatograms of human blank serum for Ciclesonide M1 and d11-Ciclesonide M1 
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1-2-2.2 定量限界  
バイオアナリシスにおける定量限界は，SN 比や検量線の切片のばらつきから理論的に求めた値
ではない．真度及び精度が確認され，生体試料中の妨害物質の影響を受けない最低濃度として規
定されるため，後述する選択性及び真度・精度の結果から Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 共に定
量下限（LLOQ）を 10 pg/mL，定量上限（ULOQ）を 1600 pg/mL と設定した． 
 
1-2-2.3 検量線 
検量線はシグナル(Y)と濃度(X)の間に直線関係があると仮定して，実験誤差のある各校正点を
通る”最良の”直線性を計算するものである[41]．特にバイオアナリシスのように定量範囲が広い測
定系では，直線回帰するときに各濃度におけるシグナルのばらつきの影響は無視できない．しか
し，検量線の各濃度で十分な繰り返し数の測定からばらつきと偏差を求めるのは効率的ではない．
そこで，濃度(X)には誤差が含まれないと仮定し，各濃度のばらつきは相対標準偏差（変動係数：
CV）が一定であると考え，重み 1，1/X及び 1/X2について最適な重み付けを検討した． 
血清中濃度範囲 10～2000 pg/mLにおいて 1日 1回 3日間検量線を作成した．検量線はCiclesonide
及び Ciclesonide M1 ともに重み付け 1/X及び 1/X2について真度（RE）は LLOQで20%以内，そ
の他で15%以内，精度（CV）は LLOQで 20%以内，その他で 15%以内を示し，十分な正確さを
示した（Table 3）．個別の検量線における残差プロットを Fig.5 に示す．残差プロットを用いて
RE（%）の傾向を検討したところ，重み付けが 1 の場合には低濃度側ほど乖離が大きくなる傾向
を示した．REが最も小さく，CVは濃度に依存せず一定と考えられるため，重み付けに 1/X2を採
用した． 
 
Table 3 Comparison of %CV and %RE in calibration curve at various weighting 
Analyte Weighting 
Correlation 
coefficient 
CV 
（%） 
Mean of RE 
（%） 
Ciclesonide 
1 0.9995～1.0000 0.4～21.4 -3.3～7.7 
1/X 0.9992～0.9999 0.2～5.9 -3.7～5.5 
1/X2 0.9984～0.9996 0.3～5.5 -3.5～2.2 
Ciclesonide M1 
1 0.9998～0.9999 0.7～51.5 -2.3～15.3 
1/X 0.9997～0.9999 0.2～4.6 -2.7～3.4 
1/X2 0.9993～0.9997 0.6～4.7 -2.2～2.1 
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Fig. 5 Comparison of the percent relative errors in back-calculated concentrations from 
unweighted and weighted linear regression curves fit to the peak area ratio data (n=3) 
●▲▼: Ciclesonide, ○△▽: Ciclesonide M1  
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1-2-2.4 真度及び精度 
（１）日内再現性（併行精度） 
 日内再現性は測定バッチ内の再現性を評価する目的で，同一試料を繰り返し測定したときの真
度と精度を算出する． 
4 濃度水準に調製した血清を 6回繰り返し測定したときの測定値と CV及び REを求めた． 
日内再現性の結果の要約を Table 4 に示す．CV及び REともに判定基準を満たし，日内再現性
が確認された． 
 
Table 4  Summary of intra-assay precision  
Analyte 
Nominal 
Concentration 
（pg/mL） 
Measured 
Concentration 
（Mean，pg/mL） 
CV 
（%） 
Mean of RE 
（%） 
Ciclesonide 
10 9.824 5.7 -1.8 
20 18.20 3.8 -9.0 
100 95.80 3.9 -4.2 
1600 1570 3.3 -1.9 
Ciclesonide M1 
10 9.415 6.8 -5.9 
20 20.06 7.9 0.3 
100 93.58 4.2 -6.4 
1600 1488 3.3 -7.0 
 
（２）日間再現性 
日間再現性では測定日を変えて，測定バッチ間の再現性を評価する． 
ここでは日内再現性と同じ測定を更に 2 回（合計 3 回）行い，3日間における日間再現性を評
価した．  
日間再現性の結果の要約を Table 5及び Table 6に示す．CVは LLOQで20%以内，その他で15%
以内であった．REは LLOQで 20%以内，その他で 15%以内であり，真度精度共に良好な日間再
現性が確認された． 
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Table 5 Interday reproducibility for determining Ciclesonide in human serum 
Assay  
Batch 
No. 
Sample 
No. 
Concentration (pg/mL) 
10 20 100 1600 
1 
1 9.557 17.29 97.16 1579 
2 10.74 18.60 100.2 1486 
3 9.718 18.02 92.48 1550 
4 9.882 18.49 91.04 1560 
5 10.01 17.62 99.58 1640 
6 9.039 19.17 94.36 1605 
2 
1 9.781 17.99 89.48 1509 
2 9.679 18.62 90.09 1551 
3 9.571 17.38 92.17 1399 
4 9.235 18.26 93.06 1467 
5 9.894 18.63 90.38 1523 
6 9.652 19.55 88.76 1450 
3 
1 10.25 18.87 95.06 1466 
2 10.63 18.30 90.79 1505 
3 9.961 18.26 92.75 1495 
4 9.539 19.20 90.36 1493 
5 10.28 19.83 91.61 1492 
6 10.39 19.48 92.70 1514 
Total 
Mean (n=18) 9.878     18.53     92.89     1516     
SD 0.451     0.73     3.28     58     
CV (%) 4.6          3.9          3.5          3.8          
RE (%) -1.2          -7.4          -7.1          -5.3          
SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation, RE: Relative error 
CV (%) = SD / Mean  100 
RE (%) = (Mean of measured value - theoretical value) / theoretical value  100 
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Table 6 Interday reproducibility for determining Ciclesonide M1 in human serum 
Assay 
Batch 
No. 
Sample 
No. 
Concentration (pg/mL) 
10 20 100 1600 
1 
1 10.04 20.02 100.2 1483 
2 8.925 22.17 94.23 1442 
3 10.39 17.31 89.11 1442 
4 9.165 20.60 91.99 1470 
5 9.150 19.85 95.05 1568 
6 8.819 20.42 90.91 1521 
2 
1 9.895 18.95 85.86 1380 
2 10.61 19.30 93.81 1573 
3 9.253 18.17 92.03 1463 
4 9.120 17.02 88.28 1404 
5 9.695 18.15 90.05 1424 
6 9.344 17.05 85.47 1383 
3 
1 9.789 18.44 99.20 1462 
2 9.665 19.28 96.65 1485 
3 10.40 18.24 91.94 1482 
4 9.492 20.65 92.05 1495 
5 10.15 19.62 93.46 1453 
6 10.34 19.64 94.53 1460 
Total 
Mean (n=18) 9.680     19.16     92.49     1466     
SD 0.555     1.38     3.99     53     
CV (%) 5.7          7.2          4.3          3.6          
RE (%) -3.2          -4.2          -7.5          -8.4          
SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation, RE: Relative error 
CV (%) = SD / Mean  100 
RE (%) = (Mean of measured value - theoretical value) / theoretical value  100 
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1-2-2.5 マトリックス効果 
マトリックス効果とは，マトリックス由来成分が分析対象物質のレスポンスに影響を及ぼす現
象であり，LC-MS法ではイオンサプレッションなどが知られている．理想的な測定法ではマトリ
ックス効果の影響を受けないように，前処理により精製し，HPLCにより原因物質と分離するこ
とが望まれる．一方で，全ての検体が同程度のマトリックス効果を受けるのであれば，正確な定
量は可能とも考えられるので，内標準物質に安定同位体を用いる測定法ではマトリックス効果の
測定値への影響は少ないと考えられる． 
マトリックス効果は，マトリックスファクター（MF）を算出することによって評価される．
MF は，マトリックス存在下での分析対象物質のレスポンスを，マトリックス非存在下でのレス
ポンスと比較することによって算出される[4,6]．マトリックスファクターは，個体間差を評価す
るのが主目的であることから，ばらつき（精度：CV）で評価する． 
本法は液-液抽出により前処理するためイオンサプレッションを受けにくくなる．しかし MFは
回収率とマトリックス効果の積となり，過小評価される．そこで，プール血清により回収率×イ
オンサプレッションによるピーク面積の低下を確認した後，個体別血清における測定値のばらつ
きで評価した． 
 
（１）マトリックスファクター（MF） 
プール血清もしくはエタノールに Ciclesonide または Ciclesonide M1 を 20，100 及び 1600 pg/mL
の濃度になるように調製した（以下，血清をバリデーション用試料，エタノール溶液を MF用試
料と記す）．同様に内標準物質の d11-Ciclesonide及び d11-Ciclesonide M1は 20，100及び 1600 pg/mL
の濃度になるように調製した（n=3）． 
バリデーション用試料は，分析法に従って前処理を行い測定した．MF用試料は 40 Lをそのま
ま LC-MS/MSに注入し，次の計算式から各物質の MFを求めた． 
 
・MF（%）= バリデーション用試料のピーク面積 ／ MF用試料の平均ピーク面積 100 
 
Table 7 に示すように，Ciclesonide の MFは 70.0～75.6%と濃度依存性は見られず，d11-Ciclesonide
の MFが 72.8%であることから，測定対象物と内標準物質の MFの間に大きな違いは認められな
かった．Ciclesonide M1 の MFも同様に 64.5～69.3%と濃度依存性は見られず，d11-Ciclesonide M1
の MFは 67.2%であることから，活性代謝物においても測定対象物と内標準物質及びの MFに大
きな違いは認められなかった．リテンションタイムが異なっても両測定対象物の MFは約 70%で
あることから，MFの低下はイオンサプレッションの要因より，液-液抽出による回収率の要因が
大きいと考えられた． 
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Table 7 Summary of MF (over all recovery) 
Analyte 
Nominal 
Concentration 
（pg/mL） 
MF 
（Mean，%） 
CV 
（%） 
Ciclesonide 
20 75.6 7.7 
100 73.7 3.8 
1600 70.0 4.4 
Ciclesonide M1 
20 69.3 0.9 
100 68.9 2.9 
1600 64.5 1.1 
d11-Ciclesonide - 72.8 2.5 
d11-Ciclesonide M1 - 67.2 3.7 
 
（２）マトリックス効果（個体別添加測定） 
前処理回収率を加味した形で，日本人及び欧米人男女間におけるマトリックス効果に差につい
て検討した． 
合計 12 個体（日本人：6 個体，欧米人：6個体）のブランク血清に Ciclesonide 及び Ciclesonide 
M1 を添加して検討用試料とした．検量線は，個体別の検討とは異なる個体のプールブランク血清
から調製した． 
マトリックス効果の結果の要約を Table 8 に以下に示す．CVは 15%以内，REは±15%以内と良
好な結果を示し，日本人及び欧米人男女間におけるマトリックス効果に大きな差がないことを確
認した． 
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Table 8 Summary of MF (Individual recovery of measured concentration) 
Race Analyte 
Nominal 
Concentration 
（pg/mL） 
Measured 
Concentration 
（Mean，pg/mL） 
CV 
（%） 
Mean of RE 
（%） 
Japanese 
Ciclesonide 
20 19.66 4.8 -1.7 
1600 1461 1.4 -8.7 
Ciclesonide M1 
20 20.51 6.2 2.6 
1600 1505 2.0 -5.9 
Caucasian 
Ciclesonide 
20 19.05 3.3 -4.8 
1600 1479 1.6 -7.6 
Ciclesonide M1 
20 19.82 5.9 -0.9 
1600 1472 1.8 -8.0 
 
1-2-2.6 キャリーオーバー 
オートサンプラーで連続注入したときに，分析機器に残留した分析対象物質が定量値に影響を
及ぼす可能性が考えられる．そこで，検量線濃度の上限（2000 pg/mL）の試料を分析した後にブ
ランク試料を注入することで，キャリーオーバーによるピークの有無を確認した．検討の結果，
ブランク試料のクロマトグラム上には Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 共に相当するピークは観測
されず，本分析法ではキャリーオーバーが発生しないことを確認した．  
 
1-2-2.7 希釈再現性 
 希釈再現性用試料（DiQC：4000 pg/mL）をブランク血清で 10 倍及び 100 倍に希釈し，希釈再
現性用試料とした．結果を Table 9 に示す．CV及び REは，Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 とも
に，いずれも CVは 15%以内，REは15%以内を示し，ヒト血清を用いて 100 倍までの希釈再現
性が確認された． 
 
Table 9 Summary of dilution linearity 
Analyte 
Nominal 
Concentration 
（pg/mL） 
Dilution ratio 
(time) 
Measured 
Concentration 
（Mean，pg/mL） 
CV 
（%） 
Mean of RE 
（%） 
Ciclesonide 4000 
10 3887 3.6 -2.8 
100 3669 3.4 -8.3 
Ciclesonide 
M1 
4000 
10 3823 1.1 -4.4 
100 3787 5.2 -5.3 
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1-2-2.8 安定性 
試料の取り扱い条件を定めるため，Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の安定性を実験台上（血清：
室温），オートサンプラー内（前処理抽出液：室温），凍結融解操作（血清：室温と凍結の繰り
返し），凍結保存（血清：-30℃～-10℃設定）について確認した． 
  
（１）前処理後試料安定性（オートサンプラー中安定性） 
バリデーション用に調製した血清試料（20 pg/mL 及び 1600 pg/mL）を試料前処理法に従い前処
理し，オートサンプラー中で保存した（n=3）．前処理直後のバリデーション用試料（n=3）と共
に測定値を算出し，安定性の計算式から安定性（残存率）を評価した． 
結果を Table 10 に示す．前処理後試料安定性の結果の要約を以下に示す．いずれの化合物，い
ずれの濃度においても安定性は 100±15%以内であることから，前処理抽出液中の Ciclesonide 及
び Ciclesonide M1 は，室温のオートサンプラー中で 48 時間安定であることが確認された． 
 
Table 10 Summary of extraction stability 
Analyte 
Nominal Concentration 
（pg/mL） 
Stability（Mean，%） 
48 hour 
Ciclesonide 
20 102.2 
1600 98.3 
Ciclesonide 
M1 
20 104.5 
1600 100.2 
 
（２）凍結融解安定性 
採血した検体は血清分離後，速やかに-20℃にて凍結される．測定時には融解され，残試料は再
測定などに備えて再凍結される．検体は凍結融解の繰り返されるため，凍結融解時の化合物の安
定性を評価した． 
バリデーション用に調製した血清試料（20 pg/mL 及び 1600 pg/mL）を-20℃で一晩凍結し，翌日
室温にて融解した（n=3）．凍結には初回は 24 時間，2 回目以降は 12 時間以上で保管した．上記
凍結と融解を 3 回繰り返し，調製直後のバリデーション用試料（n=3）と共に測定値を算出し，安
定性の計算式から安定性（残存率）を評価した． 
凍結融解安定性の結果の要約を Table 11 に示す．いずれの化合物，いずれの濃度においても安
定性は 100±15%以内であることから，血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 は，凍結融解操作 3
回まで安定であることが確認された． 
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Table 11 Summary of freez-zaw stability 
Analyte 
Nominal Concentration 
（pg/mL） 
Stability（Mean，%） 
3 cycles 
Ciclesonide 
20 105.4 
1600 100.0 
Ciclesonide M1 
20 106.1 
1600 98.3 
 
（３）室温保存安定性 
検体である血清は測定時に融解され，前処理操作を開始するまで室温で放置される．最大許容
される室温放置の時間を定めるため，室温保存安定性（実験台上）を確認した． 
バリデーション用に調製した血清試料（20 pg/mL 及び 1600 pg/mL）を室温（実測値：21.7C～
25.4C）にて実験台上で 4 時間及び 24 時間保存放置した（n=3）．調製直後のバリデーション用
試料（n=3）と共に測定値を算出し，安定性の計算式から安定性（残存率）を評価した． 
室温保存安定性の結果の要約を Table 12 に示す．いずれの化合物，濃度においても安定性は 100
±15%以内であることから，血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 は，室温で 24 時間まで安定で
あることが確認された． 
 
Table 12 Summary of bench top stability in room temperature 
Analyte 
Nominal Concentration 
（pg/mL） 
Stability（Mean，%） 
24 hour 
Ciclesonide 
20 106.5 
1600 100.6 
Ciclesonide 
M1 
20 99.2 
1600 97.4 
 
（４）凍結保存安定性 
ヒト血清中の分析対象物を 60 pg/mLおよび 1600 pg/mLの濃度になるように調製し-20℃にて保
存安定性を検討した．保存 6 週間までヒト血清中の Ciclesonide および Ciclesonide M1 の濃度に減
少は見られなかった． 
 
以上の結果から，本分析法はヒト血清中 Ciclesonide 及び活性代謝物 Ciclesonide M1 の濃度測定
法に適用できる性能を有していると判断した． 
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1-2-3 実試料分析におけるバリデーション（インスタディーバリデーション） 
 実試料の分析には,  分析法バリデーションによって確認された分析法を用い，分析法バリデー
ションで確認した条件下で実試料を取り扱う．また，実試料分析における分析法の妥当性は，分
析単位ごとに検量線及び QC試料を測定することで評価する．ここで，医薬品の承認申請におい
ては検量線と QC試料の真度には基準が設けられており，近年，新たに ISR（Incurred samples 
reanalysis）による，実試料の再分析値の確認が求められている[4,6,11]． 
 今回，小児患者の検体を測定するにあたり，患者への負担を考慮して ISR用の採血は実施しな
かった．本剤の代謝経路は既に報告されており[42]，ISRで乖離を生じる原因の一つと言われる
抱合体の切断などによる代謝物の逆変換については，分析操作中に発生しないことを確認してい
る．個体別の夾雑物の影響はガイドラインの要求数より多い 12例で検討して影響は見られていな
い．更に 2成分共に重水素標識体を内標準物質に採用しているため，イオン化に影響する物質が
存在したとしても，測定値は内標準物質で補正され理論上は影響を受けない．また，想定外のマ
トリックスエフェクトの変動や前処理回収率の低下，操作ミスがあっても，内標準物質のピーク
を確認することで異常を察知することが可能である． 
 一方，検体の安定性（保管状況）については，万が一条件より逸脱したときに備えて併行 QC
（PQC試料）を用意した．採血日の前日に調製した QC試料を PQC試料として採血日の朝に病
院の冷凍庫に保管した．PQC試料は実試料とセットで保管，移動され，条件が逸脱したときにも
PQC試料を測定することで，実試料の安定性を保証することとした． 
 
1-2-3.1 システム適合性確認 
各測定バッチの測定前に検量線用試料；LLOQ（10 pg/mL）を測定し，得られたクロマトグラム
のベースライン，ピーク形状，保持時間及びピーク面積などを指標に測定系が正常に機能してい
ることを確認した． 
 
1-2-3.2 測定試料実測時の測定系の精度管理 
（１）方法及び判断基準 
測定試料を測定する時は，QC用試料（3 濃度：20，100 及び 1600 pg/mL，n=2）を測定試料間
にほぼ均等に配置，測定し，測定法の信頼性を確認した．QC用試料は，6 試料中少なくとも 4 試
料の REが15%以内であり，かつ同一濃度のうち 1 試料の REが15%以内であるときを適合とし
た． 
 
（２）精度管理の結果 
測定時の検量線の測定値を Table 13 及び Table 14 に示す，真度（理論値からの偏差）が±15%
以上のポイントは回帰から除外することができるが，全ての測定点において±15%以上の偏差は認
められなかった．残差プロットを Fig.6 及び Fig.7 示す．真度の偏りに傾向性がなく，回帰直線の
妥当性が確認された． 
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Table 13 Assay results of calibration curve samples for determining Ciclesonide in human serum 
Assay 
Batch No. 
Concentration ( pg/mL ) Correlation 
coefficient 10   20   50   100   200   500   1000  2000  
Assay #1 10.1 19.6 48.9 100.4 200.9 517.8 965.4 2037.9 0.9996 
Assay #2 10.0 20.0 50.5 98.9 194.7 507.6 996.7 2029.4 0.9999 
Assay #3 10.2 19.4 48.8 101.9 201.2 492.4 993.8 2065.5 0.9997 
Assay #4 10.1 19.6 49.1 96.2 208.3 488.2 1035.5 2014.6 0.9994 
Assay #5 9.8 20.5 50.7 102.5 198.0 492.1 985.5 1984.6 0.9998 
Assay #6 10.1 19.8 49.5 97.5 198.0 491.7 998.1 2125.4 0.9995 
Assay #7 10.3 18.9 50.1 101.4 196.4 512.2 1003.8 2005.6 0.9995 
Assay #8 10.0 20.2 49.7 99.3 204.8 479.2 1000.5 2045.7 0.9997 
 
 
Table 14 Assay results of calibration curve samples for determining Ciclesonide M1 in human 
serum 
Assay 
Batch No. 
Concentration ( pg/mL ) Correlation 
coefficient 10   20   50   100   200   500   1000  2000  
Assay #1 9.6 22.0 47.1 102.4 197.9 498.5 1036.0 1904.0 0.9982 
Assay #2 10.5 18.3 48.9 99.9 198.2 508.8 1008.7 2086.7 0.9989 
Assay #3 10.2 19.6 48.3 98.6 201.2 511.6 1024.4 1995.0 0.9997 
Assay #4 9.7 21.5 47.9 98.0 197.6 504.6 991.3 2052.0 0.9991 
Assay #5 10.1 19.6 51.9 94.3 201.1 514.3 996.2 2002.5 0.9994 
Assay #6 9.6 21.4 52.3 97.7 190.3 491.5 998.5 2026.2 0.9989 
Assay #7 10.0 20.1 49.2 99.3 206.1 505.0 967.9 2020.3 0.9998 
Assay #8 10.4 18.1 52.1 101.6 200.6 498.9 986.6 2024.7 0.9987 
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  Fig.6 Comparison of the percent relative errors in back-calculated concentration from 
unweighted and weighted linear regression curves for Ciclesonide determination 
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Fig.7 Comparison of the percent relative errors in back-calculated concentration from 
unweighted and weighted linear regression curves for Ciclesonide M1 determination. 
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QC 用試料の測定結果を Table 15 及び Table 16 に示す．QC試料は測定全体に均一に配置してい
ることから，測定値は測定開始から終了までの間，検量線からの REが±15%を超えることはなか
った． 
 
Table 15 Assay results of QC samples for determining Ciclesonide in human serum 
Assay Batch 
No. 
Concentration (pg/mL) 
Nominal RE Nominal RE Nominal RE 
20 (%) 100 (%) 1600 (%) 
Assay #1 
20.3 1.5 94.7 -5.3 1621.8 1.4 
18.8 -6.0 101.3 1.3 1565.8 -2.1 
Assay #2 
19.6 -2.0 100.4 0.4 1586.8 -0.8 
17.4 -13.0 100.8 0.8 1692.2 5.8 
Assay #3 
19.8 -1.0 95.5 -4.5 1620.8 1.3 
19.7 -1.5 99.6 -0.4 1586.8 -0.8 
 
 
Table 16 Assay results of QC samples for determining Ciclesonide M1 in human serum 
Assay Batch 
No. 
Concentration (pg/mL) 
Nominal RE Nominal RE Nominal RE 
20 (%) 100 (%) 1600 (%) 
Assay #1 
19.5 -2.5 95.9 -4.1 1508.9 -5.7 
17.2 -14.0 93.0 -7.0 1569.3 -1.9 
Assay #2 
17.4 -13.0 96.9 -3.1 1632.1 2.0 
18.8 -6.0 100.4 0.4 1578.8 -1.3 
Assay #3 
20.8 4.0 100.7 0.7 1674.0 4.6 
20.9 4.5 100.6 0.6 1571.2 -1.8 
 
実試料の採取から輸送，測定まで，検体と一緒に保管した併行 QC用試料の測定結果を Table 17
及び Table 18 に示す．輸送を含めた保管中に分析対象物の分解は認められず，検体は測定まで適
切に保管されたと判断した． 
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Table 17 Assay results of parallel QC samples for determining Ciclesonide in human 
serum 
Analysis Date 
Sample 
No. 
Concentration (pg/mL) 
 Stability  Stability  Stability 
20 (%) 100 (%) 1600 (%) 
Initial 
1 19.6 - 95.8 - 1537.9 - 
2 17.2 - 94.9 - 1535.2 - 
3 18.1 - 96.1 - 1505.7 - 
Mean 18.3 100.0  95.6 100.0  1526.3 100.0  
After 
transported 
(Second 
receipt) 
1 17.6 96.2  102.8 107.5  1639.9 107.4  
2 18.5 101.1  98.2 102.7  1675.4 109.8  
3 21.0 114.8  105.4 110.3  1691.9 110.8  
Mean 19.0 103.8  102.1 106.8  1669.1 109.4  
Initial 
1 17.5 - 96.1 - 1580.8 - 
2 20.6 - 92.3 - 1540.6 - 
3 18.2 - 95.8 - 1580.5 - 
Mean 18.8 100.0  94.7 100.0  1567.3 100.0  
After 
transported 
(Fourth 
receipt) 
1 21.5 114.4  93.2 98.4  1635.5 104.4  
2 19.8 105.3  102.1 107.8  1644.0 104.9  
3 20.0 106.4  103.1 108.9  1629.6 104.0  
Mean 20.4 108.5  99.5 105.1  1636.4 104.4  
After 
transported 
(Sixth receipt) 
1 19.2 102.1  103.0 108.8  1577.9 100.7  
2 18.1 96.3  108.4 114.5  1642.2 104.8  
3 19.8 105.3  96.5 101.9  1690.2 107.8  
Mean 19.0 101.1  102.6 108.3  1636.8 104.4  
Stability (%) =  concentrations of transported samples (Mean) / [concentration of sample shortly 
after preparation (Mean)] × 100 
-:  Not calculated 
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Table 18 Assay results of parallel QC samples for determining Ciclesonide M1 in 
human serum 
Analysis date 
Sample 
No. 
Concentration (pg/mL) 
 Stability  Stability  Stability 
20 (%) 100 (%) 1600 (%) 
Initial 
1 18.1 - 94.9 - 1402.6 - 
2 18.9 - 99.6 - 1450.8 - 
3 19.4 - 88.0 - 1552.5 - 
Mean 18.8 100.0  94.2 100.0  1468.6 100.0  
After 
transported 
(Second 
receipt) 
1 21.2 112.8  100.7 106.9  1530.1 104.2  
2 20.1 106.9  101.1 107.3  1641.5 111.8  
3 19.7 104.8  108.0 114.6  1594.6 108.6  
Mean 20.3 108.0  103.3 109.7  1588.7 108.2  
Initial 
1 18.7 - 94.1 - 1561.0 - 
2 19.0 - 88.0 - 1496.3 - 
3 19.2 - 92.2 - 1519.6 - 
Mean 19.0 100.0  91.4 100.0  1525.6 100.0  
After 
transported 
(Fourth 
receipt) 
1 18.5 97.4  102.1 111.7  1588.8 104.1  
2 20.0 105.3  97.8 107.0  1565.3 102.6  
3 21.8 114.7  103.5 113.2  1583.5 103.8  
Mean 20.1 105.8  101.1 110.6  1579.2 103.5  
After 
transported 
(Sixth receipt) 
1 20.0 105.3  101.2 110.7  1625.1 106.5  
2 21.2 111.6  96.4 105.5  1689.8 110.8  
3 19.0 100.0  101.2 110.7  1700.0 111.4  
Mean 20.1 105.8  99.6 109.0  1671.6 109.6  
Stability (%) = concentrations of transported samples (Mean) / [concentration of sample shortly 
after preparation (Mean)] × 100 
-:  Not calculated 
 
実測定時の検量線，QC用試料及び並行 QC用試料の測定結果は，いずれも判定基準範囲内であ
った．  
以上の結果，全ての実試料測定時における測定バッチの妥当性が確認され，測定値は信頼性の
高いものと判断した． 
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1-3 小児患者における血清中 Ciclesonide 及び活性代謝物-Ciclesonide M1 濃度測定への応用 
1-3-1 Ciclesonide 吸入剤の国内小児臨床試験における薬物動態 
日本人小児気管支喘息患者 8 名に Ciclesonide 製剤（CIC-HFA） 200 µg/day（バルブからの噴射
量；アクチユエーターからの噴射量 160 µg に相当）を 7 日間反復吸入投与したときの Ciclesonide
及び Ciclesonide の血清中活性代謝物である Ciclesonide M1 を測定し，ノンコンパートメント解析
により薬物動態の検討を行った． 
 
1-3-1.1 臨床試験 
本試験は帝人ファーマ株式会社を治験依頼者として，国立大学法人 岐阜大学医学部附属病院 
小児科にて実施された．本試験のプロトコールは，岐阜大学附属病院の治験審査委員会により承
認された．また，試験の実施に際してはヘルシンキ宣言の精神を遵守し，その運用に関しては GCP
を遵守した．本試験の参加については，すべての患者とその保護者から文書によるインフォーム
ドコンセントを得た． 
5 歳から 15 歳までの日本人小児気管支喘息患者 8 名（男子 6 名，女子 2名）が，オープン試験
に登録された．各患者は 7 日間繰り返して 200ug/日の CIC-HFAを 1 日 1 回朝吸入した．血液サン
プルは第 7 日の治験薬投与前，投与 0.5，1，1.5，3，6，9，12，24 時間後に採取し，冷却遠心分
離して得た血清を凍結保存した． 
 
1-3-1.2 血清中薬物濃度 
（１）測定 
測定は 1-2 項にて妥当性の確認された分析法を用いて（株）新日本科学和歌山にて実施した． 
 
（２）血清中薬物濃度推移 
Cicesonide の血清中薬物濃度推移を Fig.8 に Ciclesonide M1 の血清中薬物濃度推移を Fig.9 に示
した．Ciclesonide 及び活性代謝物 Ciclesonide M1 の投与前値は，すべての被験者において定量下
限（10 pg/mL）未満であった． 
Ciclesonide は，すべての被験者において投与 0.5 時間後の血清中に検出され，投与 6時間後以
降では，すべての被験者において定量下限（10 pg/mL）未満となった． 
活性代謝物 Ciclesonide M1 は，すべての被験者において投与 0.5～1 時間後で最高血清中濃度に
達し，その濃度は 45.6～365.3 pg/mL であった．ヒト血清中活性代謝物 Ciclesonide M1 は，時間の
経過とともに減少していき，投与 24 時間後までに定量下限（10 pg/mL）未満となった． 
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Fig.8 Time course of serum Ciclesonide level in Japanese patients (N=8) with 
bronchial asthma following repeated doses of CIC-HFA (200 µg/day) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9 Time course of serum des-isobutyryl-Ciclesonide level in Japanese patients 
(N=8) with bronchial asthma following repeated doses of CIC-HFA (200 
µg/day) 
 
測定の結果，プロドラッグである Ciclesonide は投与初期に一過的に検出され，血中から速やか
に消失することが確認された．一方，活性代謝物である Ciclesonide M1 は消失相のポイントまで
測定することが可能であり，薬物動態パラメータの算出や成人との比較が可能であると考えられ
た． 
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（３）薬物動態 
血清中 Ciclesonide M1 の濃度より，薬物動態パラメータを算出した．算出は実測値に基づきノ
ンパラメトリックを用いた．結果を Table 19 に示す． 
AUCt，AUCss，Cmax及び t1/2は，それぞれ 601.14±391.32 pg･h/mL，669.70±409.31 pg･h/mL，
167.80±105.20 pg/mL，3.24±1.47 h を示した．Cmaxを示した時間（tmax）は 0.5 時間（中央値）であ
った． 
 
Table 19 Pharmacokinetic parameters of Ciclesonide M1 in Japanese children with bronchial 
asthma following administration of 200 g Ciclesonide 
Subject Sex Age Body weight 
(kg) 
AUC0-t 
(pg･h/mL) 
AUCss 
(pg･h/mL) 
Cmax
（pg/mL） 
tmax 
（h） 
t1/2 
（h） 
1 M 7 28.3 172.3 204.6 72.8 0.5 2.2 
2 M 8 29.6 1178.8 1264.1 365.3 0.5 2.8 
3 M 13 36.4 1080.5 1150.2 261.4 0.5 2.8 
4 F 13 58.0 670.9 799.3 199.6 0.5 6.4 
5 M 15 43.4 695.2 784.4 148.3 1.0 4.3 
6 F 11 45.8 379.8 417.8 106.8 0.5 2.5 
7 M 11 45.8 538.4 589.4 142.6 1.0 3.1 
8 M 5 21.0 93.3 147.8 45.6 0.5 1.8 
Mean  10.4 38.5 601.14 669.70 167.80  3.24 
SD   3.4 12.0 391.32 409.31 105.20  1.47 
Geometric 
mean 
   458.49 535.75 139.44  3.01 
AUC0-t: area under concentration-time curve, Cmax: maximum concentration observed, tmax: time reach 
to Cmax; t1/2, apparent elimination half-life. SD, standard deviation;  
 
本剤の半減期は短いため 1日 1回反復投与時の累積効果は大きくなく，小児反復投与における
7 日目の薬物動態は定常状態に達していると考えられた． 
 
1-3-2 Ciclesonide 吸入剤の薬物動態の比較 
これまで，海外と比較して本邦では小児の薬物動態に関する報告は多くはなく，日本人におけ
る成人と小児の薬物動態の比較や，日本人と白人の小児における薬物動態の比較に関する事例は
少ない． 
第一項で明らかとなった日本人小児気管支喘息患者における Ciclesonide の薬物動態について，
国内健康成人の成績[20]ならびに海外小児患者の成績[21]と比較検討を行った． 
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1-3-2.1 国内健康成人及び小児患者における薬物動態の比較検討 
（１）背景の比較 
 本試験との比較解析には，日本人健康成人における単回 200 µg投与の結果を参照した(Table 20)．
薬物動態の比較にあたっては，総暴露量が等しいとき反復投与時の定常状態における投与間隔
（0-24時間）の AUCssと単回投与時の AUCinf は一致すること等を考慮して，比較可能であると
考えた． 
 
Table 20 The means and the standard deviations of background factors (age, weight, 
height and BMI) 
Background factor Pediatric Children (N=8) Health Adults** (N=11) 
Age  (year) * 11（5‐15） 23（20‐37） 
Bodyweight (kg) 38.5 ± 12.0 58.6 ± 6.0 
Height (cm) 146.3 ± 18.7 168.9 ± 4.7 
BMI (kg/m2) 17.6 ± 2.0 20.6 ± 2.3 
*: For age, the medians and minimum to maximum values are shown. 
**: The background factors in 200 g dosing group are shown. 
 
（２）結果及び考察 
 小児気管支喘息患児及び健康成人に 200 µgの用量で吸入投与したときの比較においては，血清
中 Ciclesonide M1 濃度推移及び薬物動態パラメータ（Cmax，AUCt，AUCss及び t1/2）を Fig.10 に図
示すると共に，薬物動態パラメータ（Cmax，AUCt，AUCss及び t1/2）について対数変換を行い，健
康成人に対する小児気管支喘息患児の比及び 90％信頼区間を算出した．tmaxについては，中央値
（最小値‐最大値）を用いて比較を行った(Table 21)． 
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Fig.10 Time course of serum Ciclesonide M1 level in Japanese children (●) and healthy 
adult (○) following repeated CIC-HFA administration (200 µg/day) 
Each point indicates the mean (SD) for Japanese children with bronchial asthma (N = 8) 
and Japanese healthy adult (n = 11). 
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Table 21 Comparison of pharmacokinetic parameters for serum Ciclesonide M1 after repeated 
CIC-HFA administration (200 µg/day) between Japanese children with bronchial 
asthma and healthy adult 
Dose (µg) 
Cmax
 a) 
 (pg/mL) 
t max (h)
 b) 
AUCt
 a) 
(pg*h/mL) 
AUCss
 a) c) 
(pg*h/mL) 
t1/2 (h)
 a) 
Healthy 
adults 200 
N=11 
177.3  63.0 
(165.8) 
0.17 
(0.17-2.00) 
521.4  203.3 
(488.6) 
668.5  212.6 
(638.0) 
2.6  1.1 
(2.4) 
Asthmatic 
children 200 
N=8 
167.8  
105.2 
(139.4) 
0.50 
(0.50-1.00) 
601.1  391.3 
(458.5) 
669.7  409.3 
(535.7) 
3.2  1.5 
(3.0) 
Ratio and 90% confidence interval d) 
Ratio 
(geometric 
mean) 
0.84 - 0.94 0.84 1.24 
90％ 
confidence 
interval 
0.55-1.29 - 0.56-1.57 0.53-1.32 0.89-1.73 
a): Figures in parentheses indicate geometric means. 
b): For t max, the median and minimum to maximum values are shown. 
c): For healthy adults, AUCinf is shown. 
d): Figures represent the ratio of pharmacokinetic parameters in the pediatric patients group dosed at 
200 g against those in the healthy adults group dosed at 200 g, and 90% confidence interval. 
 
血清中 Ciclesonide M1 濃度‐時間推移は両グループ間で大きな差は認められなかった．また，
薬物動態パラメータ（Cmax ，AUCt， AUCss及び t1/2）の平均値及び被験者別のプロットから，そ
れらの薬物動態パラメータに大きな差はないことが示唆された．Cmax ，AUCt，AUCτ及び t1/2の
比（幾何平均（90％信頼区間））はそれぞれ 0.84 (0.55‐1.29)，0.94 (0.56‐1.57)，0.84 (0.53‐1.32)
及び 1.24（0.89‐1.73）であり 1 を含んだ．tmaxの中央値（最小値‐最大値）は小児で 0.5 (0.50‐1.00) 
時間，健康成人で 0.17 (0.17‐2.00) 時間であり，大きな差は認められなかった． 
以上のことから，CIC-HFAを 200 µgの用量で日本人の小児気管支喘息患児及び健康成人に吸入
投与したときの血中薬物動態に大きな差はないと考えられた． 
通常，小児の体重は成人より軽いので分布容積は小さく，同一用量を投与した場合の血中薬物
濃度は小児の方が高くなると推察される．しかし，小児と成人の呼吸器官の大きさや機能的な違
いにより，pMDI製剤の肺内分布と口腔咽頭への分布比率は小児の方が成人より小さくなるとの報
告がある[43]．そのため投与量あたりの有効な肺到達量が低下して血清中薬物濃度推移に大きな差
が生じなかったものと考えられた． 
 
1-3-2.2 国内小児患者及び海外小児患者における薬物動態の比較検討 
（１）背景の比較 
 本試験との比較解析には，海外小児患者における反復 200 µg投与の結果を参照した．背景因子
の比較を Table 22 及び Fig.11 に示した．年齢，体重，身長及び BMIに大きな差は認められなかっ
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た． 
 
Table 22 Means and standard deviations of background factors (age, weight, height, and BMI) in 
Japanese and Caucasian asthmatic children 
Background factor Japanese (N=8) Caucasian (N=33) 
Age (year) * 11 (5 - 15) 8 (6 - 11) 
Body weight (kg) 38.5  12.0 33.3  8.5 
Height (cm) 146.3  18.7 138.3  13.2 
BMI (kg/m2) 17.6  2.0 17.1  1.6 
*: For age the medians, minimum and maximum values are shown. 
 
 
Fig.11 Back ground data of Japanese and Caucasian asthmatic patients (means±standard 
deviations and individual plotted) 
 
（２）結果及び考察 
Fig.12及び Fig.13に CIC-HFAを 200 µgの用量で日本人及び白人の小児気管支喘息患児に反
復吸入投与したときの血清中 Ciclesonide M1濃度‐時間推移を示した．Table 23に Ciclesonide 
M1の薬物動態パラメータ（Cmax，tmax ，AUCt，AUCss及び t1/2）の平均値，標準偏差（tmaxについ
ては中央値及び最小値‐最大値），白人の薬物動態パラメータに対する日本人の比（幾何平均）及
び 90％信頼区間を示した． 
血清中 Ciclesonide M1濃度‐時間推移は両人種間で大きな差は認められず，CIC-HFA 投与後
0.5 時間で Cmaxに到達し，約 3時間の半減期で消失した．各薬物動態パラメータ（Cmax，AUCt，
AUCss及び t1/2）の平均値は若干日本人で高値を示したものの，被験者別のプロットで見ると大き
な差はないことが示唆された．Table 23に示すように，Cmax，AUCt，AUCss及び t1/2の比（幾何
平均（90％信頼区間））はそれぞれ 1.14 (0.77‐1.69)，1.28 (0.76‐2.14)，1.22 (0.81‐1.83)及び
1.09 (0.82‐1.44)であり，tmaxの中央値は両人種で 0.5時間であった．信頼区間が 1を跨ぐことか
ら，両人種間で大きな差は認められなかった． 
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Fig.12 Serum concentration of Ciclesonide M1 versus time curve after the administration of 
CIC-HFA at 200 g to Japanese and Caucasian asthmatic children 
Each value represents the means  standard deviations (Japanese: N = 8, Caucasian: N = 33).  
 
 
Fig.13 Serum concentration of Ciclesonide M1 versus time curves by patient after the 
administration of CIC-HFA at 200 g to Japanese and Caucasian asthmatic children 
(a) Japanese: N = 8, (b) Caucasian: N = 33  
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Table 23 Means and standard deviations of pharmacokinetic parameters of Ciclesonide M1, the 
ratios of pharmacokinetic parameters of Ciclesonide M1 in Japanese against those in 
Caucasians, and its 90% confidence interval after administration of CIC-HFA at 200 g 
to Japanese and Caucasian asthmatic children 
PK 
parameter 
Japanese 
N=8 
Caucasian 
N=33 
Ratio 
(geometric mean) 
90% Confidence 
interval 
Cmax 
(pg/mL) 
167.8  105.2 
(139.4) ** 
141.0  73.6 
(122.0) ** 
1.14 0.77 - 1.69 
tmax (h)
 * 
0.5 
(0.5 - 1.0) 
0.5 
(0.5 - 1.5) 
 -   -  
AUCt 
(pg*h/mL) 
601.1  391.3 
(458.5) ** 
442.5  245.2 
(359.1) ** 
1.28 0.76 - 2.14 
AUCss 
(pg*h/mL) 
669.7  409.3 
(535.7) ** 
504.6  245.6 
(440.1) ** 
1.22 0.81 - 1.83 
t1/2 (h) 
3.2  1.5 
(3.0) ** 
3.0  1.2 
(2.8) ** 
1.09 0.82 - 1.44 
*: For tmax, the median and minimum to maximum values are shown.  
**: Figures in parentheses indicate geometric means. 
 
年齢と体格の薬物動態パラメータへの関連性について考察した．年齢とCmaxならびにAUCssの関
係をFig.14に示す．日本人のデータは例数が少ないため，海外小児患者を含めた小児全体で比較す
ると，ばらつきの範囲で年齢と曝露量の関係に一定の傾向は認められず，年少小児と年長小児で
大きな違いはないと考えられた． 
 
 
Fig.14 Scatter plot of age vs. Cmax and AUCss 
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（３）結論 
以上のことから，CIC-HFAを200 µgの用量で日本人及び白人の小児気管支喘息患児に反復吸入
投与したとき，血清中Ciclesonide M1濃度‐時間推移は両人種間で大きな差は認められず，薬物
動態に大きな違いはないことが示唆された．  
 
小括 
第 1 章では低分子化合物のバイオアナリシスとして，新規吸入ステロイド剤である Ciclesonide
を小児患者に投与したときの血清中薬物濃度測定法について構築し，その妥当性の評価に適する
バリデーション項目を検討した．  
APPI-LC-MS/MS 法により，未変化体である Ciclesonide とその活性代謝物である Ciclesonide M1
の同時定量法を構築し，血清 0.3 mL を使用して両成分共に定量下限 10 pg/mL を達成した．確立
した定量法について分析法バリデーション項目を検討し，測定法の妥当性を確認した． 
本測定法を，日本人小児患者を対象とした薬物動態試験に応用した．実測定バッチにおいても
インスタディーバリデーションの実施により測定の信頼性を確認した．血清試料の安定性は併行
QC試料を用いて採血から実測定までの間を保証した． 
小児患者における血中濃度推移より薬物動態パラメータを解析し，国内成人との比較を行った． 
pMDI製剤では成人と小児で同用量（200 μg）を吸入したときの薬物動態はほぼ変わらないことが
判明した．次に，海外で実施された小児患者の薬物動態と国内小児患者の薬物動態を比較した．
背景因子を踏まえて解析した結果，国内と海外の小児で薬物動態に大きな違いはないことが確認
された． 
以上，バリデーションにより妥当性を確認した，信頼性の高い高感度測定法を確立することに
より，日本人小児患者にCiclesonideを吸入投与した時の薬物動態的特徴が明らかになった． 
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第 2 章 血清中バイオマーカーShiga toxin 2（Stx-2）の化学発光免疫測定 
O-157 をはじめとする志賀毒素産生性大腸菌（Shiga toxin-producing E. coli; STEC）は，腸管内で
大きく 2 種類の志賀毒素（Shiga toxin; Stx)すなわち，Stx-1 と Stx-2 を生産することが知られてい
る[44]．毒性の強い Stx-2 は標的細胞のグロボトリオシルセラミド(Gb3)に結合して，細胞死を引
き起こす．この毒素が血中に侵入し，血管内皮細胞を障害して，溶血性尿毒症症候群（hemolytic 
uremic syndrome; HUS）を発症する[45-47]． 
小児患者では STEC感染後に血便症状を呈し，HUSに移行して死に至ることがあり，度々社会
問題となっている[16-19,44]．Stx-2 は HUSの進行に関連していると考えられるが，実際に STEC
感染患者の血中 Stx-2を測定し，STEC感染症状の進行と血中毒素濃度の検討は報告されていない．
これは Stx-2 の毒性は非常に強く，ごく微量で細胞障害を引き起こすため，血中の Stx-2 の時系列
的な検出や濃度推移を評価できる感度と精度を備えた分析法の構築が困難であったためと考えら
れる． 
本章では小児患者の血清中 Stx-2 濃度の超高感度定量法を開発し，STEC感染が疑われる小児の
疫学調査において，血清中 Stx-2 の出現タイミングや濃度推移を明らかにした． 
 
2-1 化学発光 ELISA法による高感度分析法の開発 
2-1-1 ヒト血清中 Stx-2分析法の構築 
2-1-1.1 測定原理 
Stxは標的細胞（Gb3）に付着する Bサブユニット（分子量 7.7kDaの Bフラグメント 5つ）
と細胞障害性を発揮する Aサブユニット（分子量 32kDa）1つから構成される[48,49]．Stxを構
成する分子の大きさから ELISA(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)法を採用した．検出は
高い感度を得やすい，アルカリホスファターゼ（ALP）を標識した化学発光システムを採用した． 
反応システムの模式図を Fig.15に示す．Anti-Stx-2 MAb（15B4）を一次抗体として固相化し
たマイクロプレートに試料を添加して，一次インキュベーションにより，抗原の Aサブユニット
と抗体の複合体を形成させた．洗浄によりマトリックス成分を除去した後，二次抗体として ALP
標識した Anti-Stx-2 MAb(11E10)を添加した．インキュベーションにより二次抗体を抗原-抗体複
合体の抗原の Aサブユニットに結合させた．遊離の二次抗体を洗浄により除去した後，発光基質
である CDP-Star を添加し，一定時間反応させた．各ウェルの発光強度を測定し，作成した検量
線より測定試料中の Stx-2濃度を算出した．  
 
Fig.15 Schematic diagram of Stx-2 assay 
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ここで，ELISAでは非特異的吸着により Stx-2が存在しない場合でも発光強度が高くなる検体
が発生する場合がある．この場合，発光した検体を段階希釈して得られた希釈曲線と検量線の傾
きと比較する parallelism による確認方法が提唱されている[12]．parallelism による確認は定量
された全ての検体で希釈系列を調製する必要があるため，必要検体量が数倍となり，分析作業も
煩雑となるため小児試験での実施は好ましくない． 
特異性を確認する別法として中和試験（別名：吸収試験）法が挙げられる．Fig.16 に中和試験
法の模式図を示す．定量法において Stx-2は固相化した MAb15B4結合して well内で発光強度を
示すが，well内に遊離の MAb15B4を多量に添加すると Stx-2の大部分は溶液中の MAb15B4 と
結合するため洗浄と共に発光強度は低下する．非特異的吸着を示す物質は競合的に置換反応を示
さないため，MAb15B4 を添加しても発光強度は低下しない．この現象を利用して得られた発酵
強度＝測定値が Stx-2由来であるか否かを判断することが可能である． 
 
 
Fig.16 Principle of the Stx-2 assay neutralization systems 
 
2-1-1.2 実験方法 
（１）試薬及び実験材料 
標準物質には Verotoxin-2 (Shiga like toxin-2; Stx-2) 100 μg/mLはナカライテスク社製を用いた．
特殊試薬として抗体-1：15B4は Monoclonal antibody verotoxin 2（Yamasa corporation）を，
抗体-2：11E10 Mo Ab (ALP-conjugate)は SRL Inc.試薬部において調製したものを用いた．一般
試薬には BSA: Bovine Serum Albumin, fraction V（和光純薬工業），HBR: (Scantibody Lab. Inc.)，
Proclin 300（SUPEL Co.），CDP-Star（Applied Biosystems），Sapphire-II（Applied Biosystems）
を用いた．その他の試薬は和光純薬製の試薬特級を用いた．超純水は蒸留水を超純水製造装置で
精製したものを用いた．ヒトブランク血清は株式会社日本生物材料センターもしくは Kojin Bio 
Ltd.から購入したものを使用した．なお，分析条件が確立された後は，調製溶液及び Well Plate
は SRL試薬部にてキット化されたことから，バリデーションと実試料測定では SLT-II 測定キッ
ト（株式会社エスアールエル 試薬部製造）を使用した． 
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（２）装置 
発光プレートリーダーは LMax Ⅱ384（Molecular Devices），ヒーティングブロックは HF200
（ヤマト科学），マイクロプレートウォッシャーは MW-96CR（Bio Tec），インキュベーターは
MIR-260（三洋電機）低温恒温器は LTI-601SD（東京理化器械），超純水製造装置システムは
EQG-5S（日本ミリポア）を用いた．Wellプレートは Luminoplates: White Microtiter Assembly strip
（Thermo Labosystems），Membrane filter (pore size 0.45 µm)は Toyo Roshi Ltd.を用い，他の器材はポ
リプロピレン製を用いた． 
 
（３）Stx-2 の測定手順 
以下の 1)～13)の手順に従い測定を行った． 
1） 検量線用標準試料溶液，測定用 QC サンプルおよび測定試料をヒーティングブロック中で
56℃（56±2℃）35分間不活化（非動化）した． 
2） アッセイバッファーを 15B4固相プレート（以下，プレート）に 50 μLずつ分注した． 
3） 検量線用標準試料溶液，測定用 QCサンプルおよび測定試料を 50 μLずつ分注し，プレー
トをシールした． 
4） プレートシェーカーで数回振とうした後，低温恒温器内（25.0±1.0℃）で 2時間インキュ
ベーションした． 
5） プレートをマイクロプレートウッシャー（400 μL/well，7回）で洗浄した． 
6） ペーパータオルに数回たたきつけて，プレート内の水分を除去した． 
7） ALP標識抗体溶液を 100 μLずつ分注し，プレートをシールした． 
8） 低温恒温器内（25.0±1.0℃）で 2時間インキュベーションした． 
9） プレートをマイクロプレートウッシャー（400 μL/well，7回）で洗浄した． 
11）基質溶液を 100 μLずつ分注し，プレートをシールした． 
12）インキュベーター内（37.0±1.0℃）で 20分間インキュベーションした． 
13）発光強度を 20分以内に測定した． 
 
（４）中和試験法 
中和試験法は Stx-2 の操作手順の一部を変更した．操作手順 2）のアッセイバッファーの代わり
に 15B4 モノクローナル抗体(100 µg/ml)溶液を使用し，プレートに 50 μLずつ分注した．その他
の作業は，すべて Stx-2 の測定手順に従って測定した． 
 
（５）濃度算出法 
検量線用標準試料溶液 9濃度（0.0，3.0，6.0，10.0，20.0，30.0，60.0，100.0，300.0 pg/mL）
における発光強度の関係を 1/xの重み付き最小二乗法により直線回帰し，検量線とした．ただし，
0.0 pg/mLは検量線の作成には使用しなかった．計算ソフトは Molecular Devices 社製 SoftMax 
Pro ver.4.7.1および Microsoft Excel 2000 を使用した．  
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2-1-1.3 分析条件の最適化 
（１）認識抗体の選択 
Stxの構造から，Aサブユニットを認識する抗体と Bサブユニットを認識する抗体を用いたサ
ンドイッチ ELISAの測定系が考えられた．Aサブユニットを認識する抗体には Anti-Stx-2マウ
スモノクローナル抗体(MAb)2種類（11E10 及び 15B4）を用意し，Bサブユニットを認識する抗
体には 1種類（VTm1.1）を用意して，Stx-2 と抗体の組み合わせについて検討した．緩衝液中で
の反応においては同一の抗体によるサンドイッチが可能であったことから，それぞれの抗体は A
サブユニットもしくは Bサブユニットに複数の結合箇所を持つと推察された． 
実際にヒト血清を添加し，発光強度を評価したところ，どの組み合わせでも非特異反応や個体
間差が確認されたたが，最も SN比の高い組み合わせとして，固定相（一次抗体）に Anti-Stx-2 
MAb(15B4)を用い，二次抗体に Anti-Stx-2 MAb(11E10)を用いる測定系を採用した． 
（２）検量線の最適化 
LBA（Ligand Binding Assay）の場合，4-パラメータのシグモイドカーブで回帰する場合が多
いが，ヒト血清中の Stx-2 濃度は 10 pg/mL 以下と推測されたため，低濃度域の直線近似可能な
部分を一次直線で回帰した．回帰の当てはまりを検討するため，検量線の重み付けを 1/x，1/x2，
1/y 及び 1/y2と変化させたときときの真度（RE）の算出結果を Table 24に示す．3 pg/mLは S/N
が十分ではなく，ブランクシグナルのばらつきの影響を受けやすいので，重み付けの選択には重
視しなかった．化学発光では測定プレートや測定日毎にシグナルが大きく変動する可能性が考え
られたため，1/y及び 1/y2は採用せず，常に一定の重み付けとなる 1/xを重みに採用した． 
 
Table 24 Comparison of RE (%) in calibration curve at various weighting 
  Weight(1/x) Weight(1/x2) Weight(1/y) Weight(1/y2) 
Slope(a) 0.05350 0.05592 0.05317 0.05484 
Intercept(b) 0.2455 0.2231 0.2553 0.2314 
correlation coefficient 0.9975 0.9971 0.9977 0.9972 
 (Nominal Concentration) RE (%) 
(300 pg/mL) -4.04 -8.59 -3.45 -6.54 
(100 pg/mL) 10.76 7.07 11.18 8.75 
(30 pg/mL) -2.01 -5.12 -2.00 -3.62 
(10 pg/mL) 4.37 3.90 3.29 4.40 
(6 pg/mL) 1.67 3.84 -0.72 3.40 
(3 pg/mL) -14.26 -2.96 -22.01 -6.40 
Min -14.26 -8.59 -22.01 -6.54 
Max 10.76 7.07 11.18 8.75 
Definition of the calibration curve: Y=ax+b 
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（３）多重測定の取り扱い 
LBAの場合，通例 2 well（duplicate）の平均値もしくは 3 well（triplicate）の平均値から測
定値を求める．本法では発光強度のばらつきが大きいため triplicate の平均値を用いて検量線を
作成した．Table 25に 5日間作成した検量線のバックカリキュレーションの値を示す．本法の場
合，triplicate の中に突発的に異常値を示すケースが散見され，平均値が回帰式から乖離するポイ
ントが発生した．単純な多重測定は異常値の影響が無視できないことから，バイアスとなる乖離
値の除去方法を考察した．多重測定の変動係数（CV（%））が 20%以上のときの値を不採用とす
れば，異常値が含まれたポイントを排除することは可能であるが，検体の測定値もしくは分析単
位（Well Plate 1枚）が不採用になる可能性も高くなり，欠損値が多発する可能性が考えられた．
そこで測定は triplicate とし，発光強度の CV（%）が 20.0%以上の場合には，各濃度において発
光強度の平均から最も乖離した 1well の発光強度を削除することとした．検量線においても，削
除した後の測定値を用いて回帰することとした． 
 
Table 25 Precision and accuracy of calibrator (inter-assay) 
Day 
Chemiluminescence Count 
Correlation 
coefficient 
Nominal Concentration (pg/mL) 
3.0  6.0  10.0  20.0  30.0  60.0  100.0  300.0  
1 2.2 8.4 9.3 19.6 28.4 55.9 105.9 299.2 0.998 
2 2.4 5.8 8.4 31.6 28.0 54.9 94.6 303.2 0.991 
3 0.8 4.5 9.1 40.1 31.9 67.2 95.4 280.0 0.973 
4 3.6 5.7 8.2 20.2 29.5 62.2 102.1 297.5 0.999 
5 1.8 8.8 9.1 19 33.3 57.6 100.9 298.5 0.997 
Mean 2.16 6.64 8.82 26.1 30.22 59.56 99.78 295.68  
SD 1.01 1.87 0.49 9.4 2.29 5.11 4.75 9.03  
CV (%) 46.8 28.2 5.6 36 7.6 8.6 4.8 3.1  
RE (%) -28 10.7 -11.8 30.5 0.7 -0.7 -0.2 -1.4  
 
 以上，検討の結果から分析条件，データの採用方法を決定し，血清中 Stx-2 濃度測定法を確立
した． 
 
2-2 化学発光 ELISA法による血清中 Stx-2 分析法のバリデーション 
2-2-1 バイオマーカーの分析法バリデーション 
 医薬品の開発において，バイオマーカーを用いた疾患発症の機序や治療の機序について考察を
行う場合，バリデーションにより分析法の妥当性を確認することが重要である[50-52]．しかし，
現在，バイオマーカーのバリデーションについてガイドラインの様な取り決めはなく，統一的な
見解は得られていない．市販の臨床検査キットなどのバリデーションは製品を出荷するための規
定であり，目的とする試料に含まれる分析対象物の真値・精度を正確に測定するためには，医薬
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品における BMVの考え方が参考となる[4]．一方で，バイオマーカーにおける BMVは，測定対
象物の性質が多様であると共に，測定の目的も異なることから達成するべきクライテリアがケー
スバイケースとなる．医薬品の PK（Pharmacokinetics）測定と同様の基準で評価することは必
ずしも適切ではないと考えられている[53]． 
Stx-2は外来性物質のため，ブランク血清を検量線用マトリックスとして使用可能であり，PK
測定用の BMVの検討方法は比較的適用しやすい．しかし，推定血中濃度は 10 pg/mL 前後と低
く，検出することが容易ではないので，血中に毒素が移行する事実の解明を優先し，真度・精度
より感度に重点を置くこととした．医薬品の分析法バリデーション[4-6]の概念を参考に，第 1章
で検討した特異性・選択性，定量限界，検量線，真度・精度及び安定性を評価項目とし，加えて
個体間のばらつき対策と偽陽性の確認手法（中和試験法）を追加した．上記を加味したバリデー
ションクライテリアを設定し，分析法の妥当性を検証することとした． 
評価には別に説明のない限り以下の計算式を用いた． 
 
・真度（相対誤差：RE） 
100
*
  (%) RE 　　
理論値
－理論値測定値
　   
*検量線の測定値はバックカリキュレーション値の平均値を用いる 
 
・精度（変動係数：CV） 
100  (%) CV 　　
平均値
標準偏差
　   
 
各国の BMVガイドラインにおける評価の許容基準は真度で±15%（定量限界±20%）である
が，これはヒト生物学的同等性試験における 80%‐125％の血中濃度（薬物動態パラメータ）の
違いを識別する目的で設定されており，血清中 Stx-2濃度の測定では過剰な性能と考えられた．
そこで Stx-2のバリデーションにおける基準は，真度・精度の基準を 5%広くし，次のように設定
した． 
・真度（%）：±20.0%以内（定量限界（下限）は±25.0%） 
・精度（CV（%））：20.0%以下（定量限界（下限）は 25.0%以下） 
・検量線の相関係数（r）：0.990以上 
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2-2-1.1 検量線 
測定毎にブランク血清より調製した検量線用標準試料溶液（3.0，6.0，10.0，20.0，30.0，60.0，
100.0，300.0 pg/mL）を用いて検量線を作成し，バックカリキュレーション値を求め，測定間の
標準偏差（SD），変動係数（CV（%））および調製濃度に対する真度（RE（%））を算出した． 
結果を Table 26に示す．真度（%）は-9.3%～10.3%であり，CV（%）は 23.9%（3.0 pg/mL）
～2.5%であったことから，すべての濃度で評価基準を満たした．回帰式の相関係数は，0.997 ～ 
0.999 であり，3.0～300.0 pg/mLの濃度範囲において，すべての評価基準を満たした． 
以上の結果より，検量線濃度範囲を 3.0 ~ 300.0 pg/mLに設定した． 
 
Table 26 Precision and accuracy of calibrator (inter-assay) 
Day 
Chemiluminescence Count 
Correlation 
coefficient 
Nominal Concentration (pg/mL) 
3.0  6.0  10.0  20.0  30.0  60.0  100.0  300.0  
1 2.2 8.4 9.3 19.6 28.4 55.9 105.9 299.2 0.998 
2 3.2 6.7 9.3 19.5 29.2 56.5 96.7 308 0.999 
3 2.1 5.8 10.5 20.9 33.9 69.9 98.7 287.2 0.997 
4 3.6 5.7 8.2 20.2 29.5 62.2 102.1 297.5 0.999 
5 2.5 6.5 9.8 19.6 33.9 58.1 101.1 297.5 0.999 
Mean 2.72 6.62 9.42 19.96 30.98 60.52 100.9 297.88  
SD 0.65 1.08 0.84 0.59 2.7 5.79 3.5 7.39  
CV (%) 23.9 16.3 8.9 3.0 8.7 9.6 3.5 2.5  
RE (%) -9.3 10.3 -5.8 -0.2 3.3 0.9 0.9 -0.7  
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2-2-1.2 真度及び精度 
（１）同時再現性 
ブランク血清に薬物を添加した QC試料（以下 QC試料と略す）の測定結果を Table 27 に示し
た．各濃度（10.0，30.0，100.0，240.0 pg/mL）における RE（%）は，-11.8%～-2.2%であり，
CV（%）は，2.0%～15.0%であったことから，真度と精度はすべての濃度で評価基準を満たした． 
 
Table 27 Precision and accuracy (intra-assay) 
Day 
Chemiluminescence Count 
Nominal Concentration (pg/mL) 
10.0  30.0  100.0  240.0  
1 12.4 29.4 94.3 213.7 
2 9.1 27.2 95.4 208.9 
3 9.3 27.6 92.8 219.9 
4 9 26.4 91.3 210.6 
5 9.1 25.2 91 205.9 
Mean 9.78 27.16 92.96  211.8 
SD 1.47 1.55 1.9 5.34 
CV (%) 15.0 5.7 2.0 2.5 
RE (%) -2.2 -9.5 -7.0 -11.8 
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（２）日差再現性 
異なる 5日間の QC試料（10.0，30.0，100.0，240.0 pg/mL）における測定結果を Table 28
に示した．RE（%）は-1.6%～-18.8%であり，CV（%）は 5.9%～11.7%であり，すべての濃度で
評価基準を満たした． 
複数の測定バッチにおける真度と精度が確認できたことから，異なる測定バッチのデータを比
較解析する妥当性が確認された． 
 
Table 28 Precision and accuracy (inter-assay) 
Day 
Chemiluminescence Count 
Nominal Concentration (pg/mL) 
10.0  30.0  100.0  240.0  
1 11.2 23.8 81.5 181.6 
2 9.5 25.4 86.7 185.5 
3 10.7 31.6 102.9 204.7 
4 9.3 29.4 85.4 194.6 
5 8.5 26 87.1 207.9 
Mean 9.84 27.24 88.7  194.86 
SD 1.09 3.18 8.23 11.51 
CV (%) 11.1 11.7 9.3 5.9 
RE (%) -1.6 -9.2 -11.3 -18.8 
 
 
2-2-1.3 定量限界（下限） 
 BMVでは定量限界は真度と精度を満たす最低濃度で規定するが，発光強度の SN比に関しては
特に規定が無い[4-6]．堅牢な測定法は，定量下限の発光強度が十分に大きいことを確認するべき
と考えられる．ここで，ブランク血清の発光強度と十分に区別のできる濃度を検討した． 
Table 29に示すように，ブランク血清を n=10 で測定したとき，得られた wellの発光強度の平
均+2SDは 0.4380であり，検量線から濃度に換算すると 2.8 pg/mLであった．一方，検量線の日
差再現性の結果から，3.0 pg/mLの発光強度の平均-2SDは 0.3440 であり，6.0 pg/mL の発光強
度の平均-2SDは 0.5068 であった． 
本法の測定結果は，陽性・陰性の判断を伴うため，より確実に判断できる 6.0 pg/mL を定量限
界（下限）とした． 
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Table 29 Detection limit 
n 
Chemiluminescence Count 
Nominal Concentration (pg/mL) 
0.0  3.0  6.0  
1 0.286 0.413 0.701 
2 0.285 0.404 0.547 
3 0.274 0.447 0.591 
4 0.29 0.543 0.634 
5 0.328 0.492 0.662 
6 0.289 - - 
7 0.486 - - 
8 0.257 - - 
9 0.299 - - 
10 0.282 - - 
Mean 0.3076 0.4598 0.627 
SD 0.0652 0.0579 0.0601 
Mean+2SD 0.438 - - 
Mean-SD - 0.344 0.5068 
Calculated Value (pg/mL) 2.8 - - 
 
 
2-2-1.4 定量範囲 
真度・精度及び定量限界の結果から，定量範囲は 6.0 ~ 300.0 pg/mLであることを確認した． 
 
2-2-1.5 特異性／選択性 
LBA における特異性とは，主に抗体による類似物質との認識性と定義され[54]，抗体の交差反
応性に相当する．Stx-2と Stx-1は，抗原性や遺伝子の相同性が大きく異なることが知られており
[55]，本法に用いた抗体は Stx-2を特異的に検出すると考えられる． 
一方，生体成分中には想定しきれない夾雑物が存在しており，年齢や性別，個人差などにより
夾雑物質の種類と量が異なる．選択性は，これら夾雑物質の測定値への影響と定義される． 
PK測定を目的とした LBAによる定量法の選択性は，異なる 10個体の影響評価を要求してい
る[4]．一方，抗薬物抗体のスクリーニング（検出：定性分析）では，統計的に 30例から 50例の
ブランクマトリックスから信頼区間を算出し，陽性と判断するカットオフ値を求めることが提唱
されている[56]．カットオフ値には偽陽性が含まれるため，カットオフを超えたスクリーニング
陽性の検体について，薬物により反応が中和（置換）されることを確認し，陽性と判断するティ
アードストラテジーが提唱されている[56,57]．そこで，ここでは健康小児 30例の個別ブランク血
清を測定し，偽陽性を示した検体について固相抗体（一次抗体）を添加することで抗体に選択的
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な反応であるかどうかを確認した．健康小児の個別のブランク血清を測定し，偽陽性を生じた個
別の中和試験法の結果を Table 30に示した．30例中 5例で陽性を生じたが，中和試験により 5
例とも数値は低下せず，偽陽性であることが確認できた． 
以上の結果から，定量値の得られた検体においては，中和試験法で陽性と確認できた検体だけ
を報告値とすることとした． 
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Table 30 Summary of screening and neutralization result of children serum  
Serum 
No. 
Mean 
Count(n=2) 
Stx-2(pg/mL) 
Screening Neutralization Result 
1 649.0  BLQ  BLQ 
2 306.5  BLQ  BLQ 
3 542.5  BLQ  BLQ 
4 549.0  BLQ  BLQ 
5 305.5  BLQ  BLQ 
6 285.0  BLQ  BLQ 
7 2516.0  11.5 19.7 ND 
8 667.0  BLQ  BLQ 
9 876.5  BLQ  BLQ 
10 1223.0  BLQ  BLQ 
11 318.0  BLQ  BLQ 
12 407.0  BLQ  BLQ 
13 474.0  BLQ  BLQ 
14 433.0  BLQ  BLQ 
15 744.5  BLQ  BLQ 
16 339.0  BLQ  BLQ 
17 420.0  BLQ  BLQ 
18 600.5  BLQ  BLQ 
19 423.5  BLQ  BLQ 
20 788.0  BLQ  BLQ 
21 845.5  BLQ  BLQ 
22 476.5  BLQ  BLQ 
23 1365.0  6.1 12.1 ND 
24 353.5  BLQ  BLQ 
25 433.0  BLQ  BLQ 
26 338.0  BLQ  BLQ 
27 4395.0  BLQ  BLQ 
28 993.5  3.3 4 ND 
29 21792.5  117.5 539.2 ND 
30 3018.0  14.4 29.2 ND 
BLQ: Below Limit of Qualification (< 6.0 pg/mL) 
ND: Not Decrease in neutralization test 
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2-2-1.6 希釈妥当性 
プールブランク血清に Stx-2を添加し調製した希釈試料（3000.0 pg/mL）について，アッセイ
バッファーを用いて 10倍希釈して測定し，測定値に希釈倍率を掛け戻して真度（％）を算出した．  
評価基準は±20.0%以内と設定した． 
Table 31に希釈検体の測定結果を示した．希釈試料（3000.0 pg/mL）における測定値の真度は
-15.2%と評価基準を満たし，検量線の範囲を超えた検体も 10 倍希釈まで再現性のある結果が得
られることを確認した． 
 
Table 31 Dilution linearity 
Nominal Concentration Measured Concentration RE 
(pg/mL) (pg/mL) (%) 
3000.0  2544.0  -15.2 
 
2-2-1.7 保存安定性 
凍結保存（設定温度-80℃）は 540日間まで安定であり，凍結融解安定性は凍結融解 3回まで安
定であることを確認した． 
 
以上，血清中 Stx-2 濃度測定法をバリデーションにて検討した結果，定量範囲を 6.0 ～ 300.0 
pg/mL とする血清中 Stx-2 濃度測定法の妥当性が確認された．データ採用基準に well 間の CV%
の判断を加えることにより，測定の難しいバイオマーカーにおいても，医薬品の BMV と遜色の
ない結果を得られることが証明された． 
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2-3 小児患者における血清中 Stx-2濃度測定への応用 
O-157 等の STEC 感染症の病態は，初めに水様便（下痢）の症状を呈した後，血便に移行し，
更に一部の患者ではHUSに移行して最悪のケースでは死亡に至る．HUSは血中に移行したStx-2
が原因物質と考えられているが，これまで小児患者の血清中の Stx-2 を正確に定量できる測定法
がなかったため，Stx-2 の血中濃度推移は知られていなかった．そこで，第 1 項にて確立した，
化学発光 ELISAによるヒト血清中 Stx-2濃度測定法を，STECに感染した小児患者を対象とした
疫学調査に応用した． 
 
2-3-1 臨床研究概要 
血便または水様便を呈している小児患者の疫学研究は，2006 年 1月から 5月の間にアルゼンチ
ンの 7つの研究施設（Buenos Aires, Santa Fe, Mar del Plata, La Plata, Paraná, Córdoba 及び
Bahía Blanca）で実施された． 
研究計画は，現地の倫理チェック委員会の承認を得て，ヘルシンキ宣言の精神を遵守したガイ
ドに従って実施された．STEC 感染症の便中検査及び血清中 Stx-2 測定は，保護者からインフォ
ームドコンセントを取得した患者より行った． 
対象患者は，水様便を発症して 5 日以内もしくは血便を発症して 36 時間以内に STEC 感染症
の確認が取れた患者とした．登録された患者背景を Table 32に示す． 
小児患者より採取したヒト血清の採血ポイントは，血便：Base Line，24h，48h，96h，120h，
または水様便：Base Line，Earliest time，24h，48h，72h，96h，144h，192h，216h，240h，
288h で合計 313検体であった． 
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Table 32 Demographic and baseline characteristics of enrolled subjects 
 
STEC + Watery 
Diarrhea* 
(n=28) 
STEC + Bloody 
Diarrhea† 
(n=65) 
Overall 
(n=93) 
Age (y) 
Mean ± SD 3.1  3.51 3.4  3.14 3.3  3.24 
Median 1.3 1.8 1.7 
Gender  
Male 19 32 51 
Female 9 33 42 
Height (cm) ‡ 
Mean ± SD 90.9  22.40 94.1  24.28 93.1  23.64 
Weight (kg) 
Mean ± SD 14.0  7.14 15.5  9.93 15.1  9.17 
STEC Status, n (%) 
E. coli O-157 Positive Only 2 (7.1) 4 (6.2) 6 (6.5) 
SLT Positive Only 20 (71.4) 39 (60.0) 59 (63.4) 
Both Positive 6 (21.4) 21 (32.3) 27 (29.0) 
Neither Positive# 0 (0.0) 1 (1.5) 1 (1.1) 
PCR results, n (%) 
Negative 16  (57.1) 30 (46.2) 6 (6.5) 
Stx-1 1 (3.6) 4 (6.2) 5 (5.4) 
Stx-2 8 (28.6) 23 (35.4) 31 (33.3) 
Stx-1/2 0 (0.0) 1 (1.5) 1 (1.1) 
Data not available 3 (10.7) 7 (10.8) 10 (10.8) 
Duration of Watery Diarrhea (h) 
Mean ± SD 54.63 ± 28.31 62.98 ± 70.77§ 60.19 ± 59.96∥ 
Minimum - Maximum 2.92 - 109.38 5.33 - 485.58 2.92 - 485.58 
Duration of Bloody Diarrhea (h) 
Mean ± SD N/A 20.63 ± 9.00** 20.63 ± 9.00** 
Minimum - Maximum N/A 3.50 - 35.83 3.50 - 35.83 
* Includes subjects whose watery diarrhea never progressed to bloody diarrhea. 
† Includes subjects who had bloody diarrhea (for up to 36 hours) at time of signing enrollment informed consent, or had 
watery diarrhea (for up to 5 days duration) at time of signing enrollment informed consent, which progressed to bloody 
diarrhea after enrollment. 
‡ Number of cases of height in STEC+/BD subjects and overall were 63 and 91, respectively. 
# Subjects who were neither O-157+ nor SLT+ were allowed to enroll if their PCR result for SLT-2 was positive. 
§ Includes results of 56 subjects who had watery diarrhea before enrollment. 
∥Includes results of 84 subjects who had watery diarrhea at or before enrollment.  
** Includes results of 61 subjects who had bloody diarrhea at enrollment. 
STEC indicates Shiga-like toxin producing E. coli; SD, standard deviation; PCR, polymerase chain reaction;  
Stx, Shiga-like toxin 
 
2-3-2 STEC患者における血清中 Stx-2濃度の測定 
2-3-2.1 検体測定 
測定は，株式会社エスアールエル・八王子ラボラトリーにて，第 2 項の測定方法に従って測定
した．バリデーションと同様に，各 well の測定値が CV：20.0%を超えた場合，発光強度の平均
から最も乖離した 1well の発光強度を削除した．測定値が得られ，かつ中和試験法により特異性
が確認された検体について定量値を報告した．測定は保存安定性（540 日）および凍結融解安定
性（3回）以内に終了したことを確認した． 
 
2-3-2.2 実試料の分析の妥当性確認 
 実試料の分析の妥当性確認は，検量線の真度と測定用 QC試料により確認した． 
検量線の採用基準は，①各濃度におけるバックカリキュレーション値の真度が理論値の±
20.0%以内であり，②相関係数（r）が 0.990 以上であることとした． 
測定用 QC 試料の採用基準は，真度が±20.0%以内とし，プレートにできるだけ等間隔に配置
した．Table 33に各 QC試料の許容範囲をまとめた． 
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Table 33 Acceptance criteria of QC samples 
QC code Nominal Concentration
（pg/mL） 
Acceptance Range
（pg/mL） 
HQC 100.0 80.0 ~ 120.0 
MQC 30.0 24.0 ~ 36.0 
LQC 10.0 8.0 ~ 12.0 
 
実測定における検量線及び測定用 QC の結果は，すべてのアッセイプレートにおいて採用基準
を満たした． 
以上のことから，本試験における全ての検体は適切な条件下で測定されており，測定結果は妥
当であると判断した． 
 
2-3-2.3 血清中 Stx-2濃度推移の結果及び考察 
93 名の STEC 感染患者から得られた 313 検体のうち，Stx-2 が定量限界（6.0 pg/mL）以上の検
体は，患者 8 名由来の 10 検体のみであった．血便を発症して血清中で Stx-2 が検出された患者の
8 例中 3 例の病態は HUS に移行した．STEC 陽性で水様性便から血便に移行しなかった患者では
Stx-2 は定量されなかった． 
血便発症からの経過時間と血清中 Stx-2 濃度の推移を Fig.17 に示した． STEC 陽性で血便を発
症した患者の一部では，血便が観察された直後に血清中で Stx-2 が上昇した．HUS に移行した患
者 3 例の血便発症直後の血清中 Stx-2 濃度は，17.3 pg/mL（22.8 時間後），10.5 pg/mL（10.2 時間後）
及び 14.1 pg/mL（9 時間後）であった．HUS を発症した患者において，血便後 48 時間から 72 時
間後の血清中では，Stx-2 は 1 例も検出されなかった． 
以上の結果から，HUS に移行する患者の Stx-2 濃度は，血便発症直後に一過的に上昇した後，
速やかに血清中から消失するものと推察された．多くの患者では HUSの発症には至らないが，そ
の際の血清中 Stx-2 濃度は定量下限未満であった．  
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Fig. 17 Line plot of serum Stx-2 levels (pg/mL) by elapsed time (h) relative to onset of bloody 
diarrhea for subjects with measurable levels of Stx-2 
●: HUS subjects; ○: non-HUS subjects. Stx-2 serum levels in HUS patients versus patients who 
did not develop HUS were statistically different (P = 0.009, Kruskal-Wallis 1-way analysis of 
variance).  
 
小括 
第 2 章ではバイオマーカーとして，O-157 の産生毒素である Stx-2 の血清中濃度測定法について
検討した．  
化学発光-ELISA法により，6～300 pg/mL の範囲で血清中 Stx-2 濃度の定量法を構築した．検証
過程において，血清中の夾雑成分の影響により 30 例中 5 例で偽陽性の発生が確認されたため，中
和試験法を適用し，抗体に特異的な反応と非特異反応を判別した．また，血清中夾雑物質の影響
で発生する測定値のばらつきに対し，測定を triplicate にして CV20%以上のばらつきを示した乖離
値を除外することで，薬物動態試験用のバイオアナリシスと同等の真度・精度を得ることが可能
であった．確立した定量法は，分析法バリデーションにより妥当性が確認された． 
本法を，アルゼンチン小児STEC感染患者を対象とした疫学調査に応用した．実試料の測定にお
いても，検量線と測定用QCサンプルの検証により，分析値の信頼性を確認した． 
小児患者における血清中Stx-2は，HUS発症の原因と推察されてきたが，本研究により実際に
STEC感染患者の血清中Stx-2濃度推移が明らかとなった．検出されたStx-2は，血便発症直後の採
血可能なポイントで最高17.3 pg/mLであり，その消失は非常に速やかであった．血清中Stx-2が検
出された8名の患者は全て血便を発症した後で．血便を発症しない患者の血清中Stx-2濃度はすべて
定量限界（6 pg/mL）未満であった． 
以上，適切な感度と精度を備えた分析法の構築が難しいバイオマーカーにおいて，医薬品の
BMVクライテリアを満たす性能を示す分析法を構築し，小児におけるO-157感染時の病態と血清
中Stx-2濃度の関連性について検討が可能となった． 
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今後，更に感度の高い測定法が開発されれば，HUS発症患者すべての血清中でStx-2の推移を確
認することが期待できる． 
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第 3章 ELISA法による血清中 Urtoxazumab の薬物濃度測定と動態解析 
Urtoxazumab は，O-157 などの STEC感染を起こした小児に静脈内投与することで，血中で Stx-2
の標的結合部位に特異的に結合し，毒素を中和する抗体である．Urtoxazumab を適切なタイミン
グで投与すると，主に小児で発症する HUSによる死亡を防ぐことが期待される．第 2章にて STEC
感染症の小児患者において，血便を発症した直後の血清中に Stx-2 の存在が確認されたことから，
STEC感染患者に早期に Urtoxazumab を投与すると，血中の毒素が中和され，治療効果が期待でき
ると考えられた． 
第 3 章では，新規ヒト型化抗体である Urtoxazumab の血清中薬物濃度測定法を開発し，バリデ
ーションにより妥当性を検証した．更に，小児患者及び健康成人の血清中 Urtoxazumab 濃度の定
量に応用し，血清中薬物濃度推移を明らかした． 
 
3-1 ELISA法によるヒト血清中 Urtoxazumab の分析法開発 
3-1-1 ヒト血清中 Urtoxazumab の分析法の構築 
3-1-1.1 測定原理 
バイオ医薬品の分析では，抗体のアフィニティを利用した免疫学的測定法が汎用される．近年
では，非競合型のサンドイッチ法を用いることが多く，96well plate を用いた ELISA（enzyme linked 
immunosorbent assay）が分析法選択の第一候補と考えられた．信頼性の高いELISA法の構築には，
分析対象物に対して親和性の高い，弁別性に優れた抗体が必要である．本法では，抗 Urtoxazumab
抗体として，抗イディオタイプのマウスモノクローナル抗体（Mab1F4）を用いたサンドイッチ
ELISA法を採用した． 
測定法の概略を Fig.18に示す．一次抗体として抗 Urtoxazumab 抗体（MAb1F4）をマイクロ
プレートに固定化し，血清試料中の Urtoxazumab の Fab 部分をトラップする．トラップした
Urtoxazumabの FC部分に二次抗体Goat anti-Human IgG Fc Conjugate HRP標識体を結合さ
せる．未結合の二次抗体を洗浄により除去した後，TMB を添加して各ウェルの吸光度を測定し，
作成した検量線より測定試料中の Urtoxazumab 濃度を算出した． 
 
 
Fig.18 Schematic diagram of the Urtoxazumab assay systems 
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3-1-1.2 実験方法 
（１）試薬及び実験材料 
標準物質には Urtoxazumab（帝人ファーマ株式会社）を用いた．固相化抗体には MAb1F4 （帝
人ファーマ株式会社）を用いた． 
主な試薬は Goat anti-Human IgG Fc Conjugate HRP (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.)， 
Phosphate Buffered Saline（PBS）Tablets (Sigma Aldrich Inc.)，Bovine serum albumin（BSA）： RIA grade 
(Sigma Aldrich Inc.),Triton X-100 (Sigma Aldrich Inc.)，Borate buffer concentrate pH 8.0：9888 Titrisol® 
(Merck Ltd.)，3,3’,5,5’ -Tetramethyl-Benzidine (Sigma Aldrich Inc.)を用い，特に記載のない試薬は，
試薬特級または相当品を用いた．超純水は蒸留水を超純水製造装置で精製したものを用いた． 
ヒトブランク血清は，SNBL PBC で調製したヒト個体別及びプールブランク血清（日本人），
ならびに株式会社日本生物材料センターから購入したヒト個体別血清（白人）を用いた． ラット
プールブランク血清は，ラット個体別ブランク血清〔系統：Crl:CD（SD），雌雄各 10 匹，北山
ラベス株式会社〕をプールし，調製した．このラットプールブランク血清を希釈バッファーIの調
製に用いた． 
 
（２）装置 
プレートリーダーは Multiskan Ascent（サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社），
マイクロプレートウォッシャーは 8441-07（株式会社ダイアヤトロン），超純水製造装置システム
は Milli-Q システム（日本ミリポア）を用いた．Well プレートは Nunc Maxisorp, F96（ナルジェヌ
ンクインターナショナル株式会社）を用い，他の器材はポリプロピレン製を用いた． 
 
（３）Urtoxazumab の測定手順 
検量線用試料及び各測定用試料は希釈バッファーIで 1000 倍希釈し well に添加した．試料はす
べて二重測定で，以下の 1)～13)の手順に従い測定した． 
1) ELISAプレートにコーティング溶液（1 g/mL MAb1F4）を 100 L/well分注し，1～8Cで一
晩静置した． 
2) 洗浄バッファ （ー0.01% Triton X-100・PBS 溶液）約 350 L/well で，プレートを 4 回洗浄した． 
3) ブロッキングバッファ （ー1%BSA 0.01% Triton X-100・PBS溶液）を 200 L/well 分注し 1～8℃
で一晩以上静置した． 
4) 洗浄バッファー約 350 L/well で，プレートを 4 回洗浄した． 
5) 各測定試料を 100 L/well 添加し 1～8℃で一晩静置した． 
6) 洗浄バッファー約 350 L/well で，プレートを 4 回洗浄した． 
7) 検出抗体溶液を 100 L/well添加した． 
8) インキュベーター（設定：2℃）内で，60  5 分間，マイクロプレートシェーカー（設定：
300 rpm）で振とうした． 
9) 洗浄バッファー約 350 L/well で，プレートを 4 回洗浄した． 
10) TMB 基質発色溶液を 100 L/well添加した． 
11) インキュベーター（設定：25℃）内で，30 分間，マイクロプレートシェーカー（設定：300 
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rpm）で振とうした． 
12) 反応停止液を 100 L/well 添加した． 
13) 30 分以内に Multiskan Ascent で吸光度を測定した（単波長：450 nm）． 
希釈バッファーI は 5% (w/v) BSA 及び 1% (v/v) ラットプールブランク血清入り 0.01% Triton 
X-100・PBS溶液を用いた．希釈バッファーII はヒトプールブランク血清（日本人）を希釈バッフ
ァーIで 1000 倍希釈したものを用いた．検出抗体溶液は Goat anti-Human IgG Fc Conjugate HRP を
超純水（1 mL）及びグリセロール（1 mL）で再溶解したものを用いた．測定日に希釈バッファー
I で 100000 倍希釈したものを用いた． 
 
（４）濃度算出法 
血清中 Urtoxazumab 濃度は次のように求めた．ヒトプールブランク血清に Urtoxazumab を添加
し，調製した検量線用試料（0.1 g/mL～12.8 g/mL）の吸光度から 4 parameter logistic curve（吸光
度：Log，濃度：Linear）を用いて検量線を作成した（Ascent Software）．作成した検量線から各
Well の Urtoxazumab 濃度を算出し，二重測定の平均値を測定濃度とした． 
なお，得られた濃度が定量下限未満の場合は BLOQで表示し，0 g/mLとして扱った．また，
希釈バッファーIIで希釈した場合は希釈倍率で補正し，これを測定濃度とした． 
 
3-1-1.3 分析条件の最適化 
（１）最適化の経緯 
 ELISA の場合，一般に前処理法として精製は行わず，血清の影響を受けない濃度に希釈して測
定する．そのため緩衝液で影響を受けなくなるまで希釈を行い，そのときの希釈倍率を用いてバ
リデーションを行う．この際に，血清の影響を抑える成分を希釈バッファーに添加して，できる
限り希釈倍率を小さくすることが高感度化に有効である． 
当初の検討により，Blot-Quick Blocker をブロッキング及び希釈バッファーI の成分と決定して
最低希釈倍率 1000 倍で方法を確立した．0.3～4.0g/mL の定量範囲でバリデーションにより妥当
性を確認し，海外健康成人おける Phase I試験およびアルゼンチン小児患者における Phase II試験
の血清中 Urtoxazumab 濃度測定を行った（測定施設 MDS Pharma Services: St. Laurent, Quebec, 
Canada）．臨床測定の結果から，目的とする血清中 Urtoxazumab 濃度の範囲の拡張と精度の向上が
必要と考えられたため，再度ブロッキングバッファーと希釈バッファーIの検討を実施した．  
改良法を用いて，国内健康成人の Phase I 試験とアルゼンチン小児患者（6 歳～12 歳）の Phase II
試験における血清中 Urtoxazumab 濃度測定を実施した（株式会社新日本科学 薬物代謝分析セン
ター）．以下，改良法の検討について示す． 
 
（２）ブロッキング剤の検討 
 Well Plate の固相に対する非特異発色を低減させる目的で，ブロッキング剤の種類を検討した．
BSA，BSA(IgG free)，Block Ace，Skim Milk，Casein，Quick Blocker，Super Block，Chem Blocker
を検討し，BSA (IgG free)を選択した． 
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（３）希釈バッファーIの検討 
 ブロッキングバッファーの検討で用いたブロッキング剤に，更にマウス血清，サル血清，ウサ
ギ血清，イヌ血清を添加して，非特異発色抑制への効果を検討したところ，マウス血清を用いた
ときに顕著な効果が認められた．分析対象物の吸光強度を減少させず，バックグラウンドシグナ
ルを最低にしたマウス血清を添加することとした． 
 
（４）最低希釈倍率（MRD：Minimum Required Dilution）の決定 
希釈バッファーI による血清の希釈倍率を検討し，血清の影響を受けない最低希釈倍率である
MRDを 1000 倍と決定した． 
 
以上（１）～（４）の検討の結果，測定手順に記載した Urtoxazumab の定量条件が確立された． 
 
3-2 ELISA法によるヒト血清中 Urtoxazumab 濃度測定法のバリデーション試験 
3-2-1 Ligand Binding Assay（LBA）における分析法バリデーション 
医薬品の承認申請を目的としたバイオアナリシスでは，用いた測定法について分析法バリデー
ションによる妥当性検証が要求されている．低分子化合物を中心とした LC-MS などの機器分析の
場合，生体試料分析におけるバリデーション（Bioanalytical Method Validation: BMV）の概念は世
界的にコンセンサスが得られており，現在，FDA，EMA 及び NIH の三極で，ほぼ共通のガイド
ラインが出揃ったところである[4-6]． 
一方，主にタンパク・ペプチド製剤で用いられる Ligand Binding Assay（LBA）は，分析対象物
の性質や測定法の特徴が低分子とは異なる．ところが，どの国の審査当局からも LBA に特化した
BMVのガイドライン／ガイダンスは今のところ出されておらず，各自の判断が必要である． 
そこで，White Paper や BMVに関する論文を参考[58]に，Urtoxazumab のバリデーションを実施
し，測定法の妥当性を検証した． 
BMVにおける妥当性検証は，2 つのバリデーションステージに分かれ，それぞれの段階で重点
的に検討すべき項目が考えられている[7,8]．1 つ目のステージは，分析法の構築後に検証され，実
試料の分析前に行われるバリデーション（プレスタディーバリデーション）であり，一般的にバ
リデーションと呼ぶ場合はプレスタディーバリデーションを示す．2 つめのステージは，実試料
分析のときに行うバリデーションであり，インスタディーバリデーションと呼ばれる．インスタ
ディーバリデーションは，実試料においても事前に構築した分析系が適切に機能しているかを確
認するもので，システム適合性とは別に行われる[4-6]． 
本章では BMV の分類にならって，プレスタディーバリデーションとインスタディーバリデー
ションに分けて検討を行った． 
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3-2-2 プレスタディーバリデーション 
プレスタディーバリデーションでは，構築された分析法が薬物動態を評価できるだけの性能を
示すか否かを確認する．医薬品申請においては，この段階で予め判断基準を設定しておき，基準
を満たさない測定法は，臨床薬物動態試験やトキシコキネティック試験に使用することができず，
改良が必要となる[4-6]． 
血清中 Urtoxazumab 濃度測定法におけるバリデーション項目は，検量線の確認，真度及び精度
の確認（同時再現性及び日差再現性），定量限界の確認，特異性の確認，選択性の確認，希釈妥当
性の確認を行った．また，採血から測定までの検体中での安定性を確認するため，室温保存安定
性，凍結融解安定性，長期保存安定性（冷凍）の確認を行った． 
バリデーションの評価には，特に記載が無い場合は以下の計算式を用いた． 
 
・真度（相対誤差：RE） 
100  (%) RE 　　
理論値
測定値－理論値
　   
・精度（変動係数：CV） 
100  (%) CV 　　
平均値
標準偏差
　   
・安定性（残存率） 
100  (%) 　　
用時調製した測定値
保存後の測定値
　残存率   
 
バリデーションの許容基準は，各国の BMV ガイドライン合わせて，以下の値で設定した． 
・真度（%）：±15.0%以内（定量限界（下限）は±20.0%） 
・精度（CV（%））：15.0%以下（定量限界（下限）は 20.0%以下） 
・安定性（残存率）：±15.0%以内 
 
3-2-2.1 検量線 
検量線は，ヒト血清中の Urtoxazumab 濃度が 0.1，0.2，0.4，0.8，1.6，3.2，6.4 及び 12.8 g/mL
となるように調製した試料を用いて検量線を作成し，1 日 1 セット，3 日間で計 3 セットを測定し
た． 
Table 34 に各検量線における真度（RE：Relative error）の一覧を示す．3 つの検量線の真度を確
認したとき，アンカーポイントとして設定した 0.1 g/mL 及び 12.8 g/mL を含めて特定の傾向は
見られなかったため，回帰式は適切と考えられた． 
この濃度範囲で検量線の相関係数（r：Correlation coefficient）は 0.99 以上であり，各濃度の RE
は-6.72%～5.63%と，高い正確性を示した．真度は，検量線上限及び下限では±20%以内，その他
の濃度で±15%以内であることから，BMV ガイドラインで示される判定基準を満たし，測定値の
バイアスが少ないことが確認された． 
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Table34 Standard curves for determination of Urtoxazumab in human serum by ELISA 
Nominal Measured Results 
Urtoxazumab Set 1 Set 2 Set 3 
(g/mL) (g/mL) RE (%) (g/mL) RE (%) (g/mL) RE (%) 
0.1  0.10  0.00  0.10  0.00  0.10  0.00  
0.2  0.19  -5.00  0.19  -5.00  0.19  -5.00  
0.4  0.40  0.00  0.40  0.00  0.41  2.50  
0.8  0.81  1.25  0.80  0.00  0.80  0.00  
1.6  1.55  -3.13  1.58  -1.25  1.59  -0.63  
3.2  3.37  5.31  3.38  5.63  3.17  -0.94  
6.4  6.09  -4.84  5.97  -6.72  6.52  1.88  
12.8  13.12  2.50  13.28  3.75  12.67  -1.02  
r 0.9993 0.9987 0.9999 
RE: Relative error, r: Correlation coefficient 
RE (%) = (Measured concentration - theoretical concentration) / theoretical concentration × 100  
 
3-2-2.2 真度及び精度 
（１）同時再現性（併行精度） 
同一プレート内での再現性を確認した．ヒトプール血清に Urtoxazumab を添加したバリデーシ
ョン用試料（0.2 g/mL～10.0 g/mL：5 濃度水準）について，同一プレート内で各濃度 5 回繰り
返し測定を実施した．Table 35に示すように，各濃度水準のCVは 3.91%～7.35%，REは-2.50～6.10%
と良好な精度及び真度を示した． 
再現性の判断基準は定量上限及び下限の CV が 20%以内，その他は 15%以内，定量上限及び下
限の RE が±20%以内，その他は±15%以内であることから，BMV ガイドラインの基準を満たして
おり，同一プレートによる測定結果の信頼性が確認された． 
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Table  35 Intra-day precision and accuracy for determination of Urtoxazumab in human serum 
by ELISA 
 Sample 
No. 
Measured concentrations (g/mL) 
LLOQ LQC MQC HQC ULOQ 
0.2g/mL 0.6g/mL 2.0g/mL 8.0g/mL 10.0g/mL 
1 0.21 0.61 1.95 8.38 10.16 
2 0.21 0.60 1.98 8.27 11.39 
3 0.20 0.60 1.98 7.99 9.47 
4 0.20 0.61 2.02 8.81 11.07 
5 0.21 0.52 1.81 8.69 10.97 
Mean 0.21 0.59 1.95 8.43 10.61 
SD 0.01 0.04 0.08 0.33 0.78 
CV (%) 4.76 6.78 4.10 3.91 7.35 
RE (%) 5.00 -1.67 -2.50 5.38 6.10 
SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation, RE: Relative error  
CV (%) = SD / Mean × 100, RE: Relative error  
RE (%) = (Mean of measured concentration - theoretical concentration) / theoretical concentration × 100 
 
（２）日差再現性（室内再現性） 
異なるプレート，異なる日時における測定値の再現性について検討した． 
Table 36 に検討結果を示す．ヒトプール血清に Urtoxazumab を添加したバリデーション用試料
（0.2 g/mL～10.0 g/mL：5 濃度水準）について，それぞれ 1 日 5 回の繰り返しを 3 日間測定し
たところ，1日目の CVは 3.91%～7.35%，RE は-2.50～6.10%，2 日目の CVは 3.54%～11.86%，
RE は-1.67～5.00%，3 日目の CVは 4.23%～5.88%，REは-15.00～1.67%であった．また，各試料
15 例（5 回繰り返しを 3 日間）の CVは 4.12%～10.00%，REは-3.00～0.25%であった． 
すべての濃度水準で BMV ガイドラインの判定基準（定量上限及び下限の CV が 20%以内，そ
の他は 15%以内，定量上限及び下限の REが±20%以内，その他は±15%以内）を満たしていた． 
これらの結果から，複数のプレートから得られた分析値や，測定日の異なる分析値を比較し，
解析することの妥当性が検証された． 
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Table 36 Inter-day precision and accuracy for determination of Urtoxazumab in human serum 
by ELISA   
  Measured concentrations (g/mL) 
Days Sample LLOQ LQC MQC HQC ULOQ 
 No. 0.2 g/mL 0.6 g/mL 2.0 g/mL 8.0 g/mL 10.0g/mL 
 1 0.21 0.61 1.95 8.38 10.16 
 2 0.21 0.60 1.98 8.27 11.39 
 3 0.20 0.60 1.98 7.99 9.47 
 4 0.20 0.61 2.02 8.81 11.07 
Day-1 5 0.21 0.52 1.81 8.69 10.97 
 Mean 0.21 0.59 1.95 8.43 10.61 
 SD 0.01 0.04 0.08 0.33 0.78 
 CV (%) 4.76 6.78 4.10 3.91 7.35 
 RE (%) 5.00 -1.67 -2.50 5.38 6.10 
 1 0.20 0.65 1.98 8.04 10.54 
 2 0.22 0.64 2.02 8.27 10.68 
 3 0.19 0.57 2.00 7.58 8.36 
 4 0.20 0.62 2.04 8.50 10.43 
Day-2 5 0.23 0.49 1.85 8.31 10.25 
 Mean 0.21 0.59 1.98 8.14 10.05 
 SD 0.02 0.07 0.07 0.35 0.96 
 CV (%) 9.52 11.86 3.54 4.30 9.55 
 RE (%) 5.00 -1.67 -1.00 1.75 0.50 
 1 0.18 0.62 1.84 7.88 9.09 
 2 0.17 0.64 1.83 7.70 9.51 
 3 0.18 0.61 1.81 7.56 9.32 
 4 0.17 0.61 1.98 7.22 9.92 
Day-3 5 0.17 0.57 1.97 7.10 8.56 
 Mean 0.17 0.61 1.89 7.49 9.28 
 SD 0.01 0.03 0.08 0.33 0.50 
 CV (%) 5.88 4.92 4.23 4.41 5.39 
 RE (%) -15.00 1.67 -5.50 -6.38 -7.20 
 Mean 0.20 0.60 1.94 8.02 9.98 
n=15 
SD 0.02 0.04 0.08 0.51 0.91 
CV (%) 10.00 6.67 4.12 6.36 9.12 
 RE (%) 0.00 0.00 -3.00 0.25 -0.20 
SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation, RE: Relative error 
CV (%) = SD / Mean × 100  
RE (%) = (Mean of measured concentration - theoretical concentration) / theoretical concentration×100 
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3-2-2.3 定量限界 
 4-パラメータの検量線はシグモイド型であるため，定量下限と定量上限付近では濃度変化に対
してシグナルの変化が緩やかになり，測定結果の誤差が大きくなる．そのため，定量限界は定量
下限と定量上限の両方を確認する必要がある．Table 35 及び Table 36 で述べたように，同時再現性
及び日差再現性の確認が取れた濃度から，定量上限は 10.0 g/mL，定量下限は 0.2 g/mL とした． 
 
3-2-2.4 特異性 
特異性は Urtoxazumab と類似構造を持つ化合物を識別できる能力である．Urtoxazumab の結合抗
体として用いた MAb1F4 は Urtoxazumab の Stx-2 認識部位に特異的に結合する，抗イディオタイ
プ抗体である．そこで，抗体の特異性の確認のために類似の IgGに対して交差反応性を調査した．
評価法は簡易な ELISA 法を用い，固相に一次抗体として，同一のヒト型化 Framework domain を
持つ IgG3 種（Urtoxazumab，C23，pHuIgGs）をプレートに固定した．MAb1F4 を添加，洗浄した
後，Mab1F4 の Fc 部分を認識する Goat anti-mouse IgG-ALP conjugate を反応させ，ALP の酵素活性
を p-Nitrophenyl Phosphate由来の吸光度により測定した．IgG濃度と吸光度の関係を Fig.19に示す．
同一のヒト型化 Framework domain を持つ IgG に対して Mab1F4 は交差反応性を示さず，
Urtoxazumab に特異的に反応することが確認された． 
 
 
Fig.19 Specificity of Anti-ideotype antibody MAb1F4 
MAb1F4 affinities to various IgG are performed by sandwich ELISA.  
Immobilized antibody as 1st Ab: C23(○), Urtoxazumab:TEI-D2263(◆),  
pHulgGs(△) 
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3-2-2.5 選択性 
LBA における選択性とは，マトリックス中の夾雑物質から測定対象物を検出する能力であり，
個体別のマトリックスにおけるシグナルへの影響で確認する[54]． 
Urtoxazumab は国内外の男女の血清を測定することから，異なる人種と性別について，ブラン
ク血清の吸光度と定量下限値へ影響を確認した． 
まず，個体別の血清のブランクシグナルが，定量下限（LLOQ）と十分に区別ができることを確
認した．白人及び日本人それぞれについて，男性及び女性各 3例（男女各 3 名×2 人種，計 12 例）
の個体別ブランク血清を測定したところ，検量線より求めた測定値はすべて定量下限（0.2 g/mL）
未満であった．Table 37 に示したとおり，このときの白人及び日本人における個体別ブランク試
料の吸光度の Mean+2SDは 0.0841 及び 0.0832 であり，プール血清における LLOQの吸光度の
Mean-2SDは 0.1231 であった．個体別ブランクのシグナルは定量下限のシグナルと十分に乖離し
ており，定量下限未満の検体で定量値が得られる可能性は低いと考えられた． 
 
Table 37 Selectivity in the determination of Urtoxazumab in human serum by ELISA 
(selectivity1) 
Caucasian Serum (Individual) Japanese Serum (Individual) 
Spiked pool Serum 
(LLOQ: 0.2g/mL) 
Sex-No. 
Absorbance 
Measured 
results Sex-No. 
Absorbance 
Measured 
results 
Sample 
No. 
Absorbance 
(A450 nm) (g/mL) (A450 nm) (g/mL) (A450 nm) 
Male-1 0.0696 BLOQ Male-1 0.0775 BLOQ 1 0.1241 
Male-2 0.0777 BLOQ Male-2 0.0690 BLOQ 2 0.1260 
Male-3 0.0659 BLOQ Male-3 0.0717 BLOQ 3 0.1242 
Female-1 0.0777 BLOQ Female-1 0.0740 BLOQ 4 0.1265 
Female-2 0.0779 BLOQ Female-2 0.0784 BLOQ 5 0.1256 
Female-3 0.0673 BLOQ Female-3 0.0793 BLOQ - - 
Mean 0.0727 NC Mean 0.0750 NC Mean 0.1253 
SD 0.0057 NC SD 0.0041 NC SD 0.0011 
Mean+2SD 0.0841 NC Mean+2SD 0.0832 NC Mean-2SD 0.1231 
BLOQ: Values below the lower limit of quantification (< 0.2 g/mL) 
SD: Standard deviation 
NC: Not calculated 
 
次に，白人及び日本人それぞれで男性及び女性の各 3 例（男女各 3 名×2 人種，計 12 例）の個
体別ブランク血清に 2.0 g /mL 相当になるように Urtoxazumab を添加して回収率を評価した．結
果を Table 38 に示す．白人及び日本人の各個体別の添加回収率（Recovery）は，86.0～95.5%及び
87.0～93.0%であり，かつ CVが 4.70%及び 2.67%であったため，人種及び性別を変えた個体別の
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血清においても，ばらつきは小さく，十分な正確性があることが確認された． 
 
Table 38 Recovery of Urtoxazumab from individual human serum by ELISA (Selectivity 2) 
Nominal concentration: 2.0 g /mL 
Individual Caucasian serum Individual Japanese serum 
Sex 
Measured 
concentrations 
Recovery Sex 
Measured 
concentrations 
Recovery 
  (g/mL) (%)   (g/mL) (%) 
Male-1 1.72  86.0  Male-1 1.81  90.5  
Male-2 1.87  93.5  Male-2 1.77  88.5  
Male-3 1.72  86.0  Male-3 1.86  93.0  
Female-1 1.77  88.5  Female-1 1.77  88.5  
Female-2 1.73  86.5  Female-2 1.85  92.5  
Female-3 1.91  95.5  Female-3 1.74  87.0  
Mean 1.79  89.3  Mean 1.80  90.0  
SD 0.08  4.2  SD 0.05  2.4  
CV (%) 4.47  4.70  CV (%) 2.78  2.67  
Minimum - 86.0  Minimum - 87.0  
Maximum - 95.5  Maximum - 93.0  
SD: Standard deviation CV: Coefficient of variation  
CV (%) = SD / Mean × 100   
Recovery (%) = Measured concentration/ theoretical concentration×100   
  
3-2-2.6 希釈妥当性の検討（200，400及び 800倍希釈） 
4-パラメータの検量線は，アンカーポイントを含めて検量線の範囲が固定されているため，検
量線範囲外の高濃度の検体を測定する場合は希釈が必要となる．Urtoxazumab の治験において，
最高投与量の血清中 Cmaxは数百g/mL になると推察されたため，Urtoxazumab が 400 g/mL とな
る希釈確認用試料（DiQC）について，希釈バッファーIIで 200，400 及び 800 倍希釈した後，3 回
の繰り返し測定を実施した．結果を Table 39 に示す．希釈倍率補正後の各試料における 3 例の平
均値の CVは 2.99，3.26 及び 4.88%であり，REはそれぞれ-6.56，-5.83 及び-0.09%であった． 
すべての希釈倍率で CV が 15%以内，RE が±15%の範囲内であることから，検体を 800 倍まで
希釈して測定したときの妥当性が確認された． 
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Table 39 Dilution reproducibility for determination of Urtoxazumab in human serum by ELISA 
DiQC Sample 
No. 
Measured concentration (g/mL) 
200- folda) 400- foldb) 800- foldc) 
1 363.38 376.42 416.64 
2 372.36 389.09 403.92 
3 385.61 364.51 378.32 
Mean 373.78 376.67 399.63 
SD 11.18 12.29 19.52 
CV (%) 2.99 3.26 4.88 
RE (%) -6.56 -5.83 -0.09 
a): Dilution sample (DiQC: 400.0 g/mL) was diluted 200-fold with dilution buffer-II. 
b): Dilution sample (DiQC: 400.0 g/mL) was diluted 400-fold with dilution buffer-II. 
c): Dilution sample (DiQC: 400.0 g/mL) was diluted 800-fold with dilution buffer-II. 
SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation, RE: Relative error 
CV (%) = SD / Mean × 100  
RE (%) = (Mean of measured concentration - theoretical concentration) / theoretical concentration 
 × 100 
 
3-2-2.7 血清中安定性の検討 
検体採取から測定終了までに，血清中の薬物（Urtoxazumab）が分解しないことを確認するため，
血清の室温保存安定性，凍結融解安定性，長期凍結保存安定性についてそれぞれ検討した．安定
性は用時調製した試料との同時測定により残存率として算出した． 
 
（１） 室温保存安定性 
室温保存安定性では，一回の凍結融解作業から測定開始までの Urtoxazumab の安定性を評価し
た．プールブランク血清に Urtoxazumab を添加して，-80℃で凍結した血清を実験環境下に室温で
5 時間 43 分放置して測定した．残存率は用時調製した Urtoxazumab 添加血清の測定値と比較した
とき，91.52%（0.3 g/mL）及び 90.01%（2.5 g/mL）であり，85%～115%の範囲にあったため 5
時間 43 分以内の作業であれば Urtoxazumab の安定性に問題はないと考えられた． 
 
（２） 凍結融解安定性 
 凍結融解安定性では，プールブランク血清に Urtoxazumab を添加し，-80℃で凍結した血清を実
験環境下で融解する作業を 4 回繰り返し，用時調製した Urtoxazumab 添加血清の測定値と比較し
た．凍結融解後の残存率は 91.32%（0.3 g/mL）及び 100.20%（2.5 g/mL）であり，85%～115%
の範囲にあったため，4 回までの凍結融解作業は測定に影響を与えないと考えられた． 
 
（３） 長期保存安定性 
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 長期保存安定性では，プールブランク血清に Urtoxazumab を添加し，420 日間-80℃で凍結して
おいた血清と用時調製した Urtoxazumab 添加血清との測定値を比較した．長期保存時の残存率は
104.45%（0.3 g/mL）及び 108.91%（2.5 g/mL）であり，85%～115%の範囲にあったため検体は
-80℃保管で 420 日以内の測定が可能と考えられた． 
 
3-2-2.8 結論 
以上の結果より，本測定法は 0.1～12.8 g/mL の検量線を用いて，定量範囲：0.2～10 g/mL の
範囲でヒト血清中 Urtoxazumab を高い信頼性に基づいて測定できる方法と考えられた．更に，高
濃度血清試料の希釈測定は希釈バッファーII で 800 倍まで可能であり，ヒト血清中 Urtoxazumab
濃度測定に適していると考えられた． 
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3-2-3 実試料分析におけるバリデーション（インスタディーバリデーション） 
 BMVバリデーションでは実試料を分析する場合，分析法バリデーションによって確立された分
析法を用いることになる．実試料分析では，分析法バリデーションで安定性が確認された条件下
で実試料を取り扱い，安定性が確認された期間内に検量線及び QC 試料と共に実試料を分析する．
このとき，予めバリデーションにより確認された測定法でも，実試料分析における妥当性を分析
単位ごとに検量線，QC 試料で評価する．実試料分析中に行われるバリデーションは，事前に実
施したバリデーションと区別してインスタディーバリデーションと呼ばれている[4-6]．更に，薬
物動態を主要な評価項目とする試験では，異なるマトリックスごとに代表的な試験を選択して 
ISR（incurred sample reanalysis；定量値の再現性確認のため，異なる日に別の分析単位で投与後試
料を再分析すること）を実施し，分析法の再現性を確認することも求められている[4-6]．ISR は
全測定検体の 10%を対象とするが，小児の薬物動態を評価する際に分析法の妥当性を証明する目
的だけに採血量を増やすことは，患者の負担増大につながるだけで患者へのメリットはほとんど
考えられない．特に検体量に余裕のない場合が多くなる小児患者における血清中薬物濃度測定で
は，インスタディーバリデーションの項目は慎重に考えなければならない． 
比較的新しい概念である ISR は，バリデーションされた測定法を用いても，同じ検体を再度測
定したときに初回測定値と乖離するケースがあり，従来のバリデーションの項目だけでは測定法
の妥当性を評価しきれないとの懸念から FDA主導で提案された方法である．2006 年から 2008 年
の間に欧米で議論は一応の決着を見たが，具体的な実施方法のコンセンサスが確認できるのは
2012 年の EMA及び 2013 年の本邦における BMVガイドラインである[4, 6]． 
規制当局の働きかけで検討された ISR であるが，ISR により乖離が発生する原因は以下の理由
が考えられる．①サンプルの不均一性：検体のミキシング不良，②サンプル処理の手技上の間違
い：操作ミス，③前処理における緩衝液の pH：個体間差による検体 pHの違い，④代謝物の変換：
抱合体の未変化体への逆変換，⑤実験環境の変化：温度や乾燥[59]．③④の原因は測定法を開発す
る際の研究者の力量不足であり，①②は分析担当者の修練の問題と考えられる．⑤は実験室の環
境を整えるか，必要時にはプレートシールを貼って乾燥を防ぎ，温度変化に敏感なものは恒温槽
を用いることで対応が可能である．ISR は効率良く多くの視点から実測定の不備を指摘する優秀
なバリデーション項目と考えられるが，測定系の構築と実測定作業に細心の注意を払えば，実施
せずとも信頼性の高い測定結果は得られると考えられる． 
 
（１）インスタディーバリデーションバリデーション項目と判断基準 
全ての臨床試験における実試料分析でインスタディーバリデーションを実施した．Urtoxazumab
のインスタディーバリデーションは検量線の真度（RE）の確認と既知量の Urtoxazumab を添加し
た血清試料（QC試料）の真度により確認した．QC試料は血清に Urtoxazumab を 0.6, 2.0, 8.0 g/mL
になるよう調製した． 
検量線の判断基準は定量限界の RE が±20%以内であり，その他の濃度は±15%と設定した．QC
試料の判断基準は 6 試料中 4 試料かつ同一濃度で 50%以上の QC試料の REが，理論値の±20％以
内と設定した． 
検量線もしくは QC試料のいずれかが判断基準を満たさない場合には，当該 Plate の測定結果は
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全て不採用とし，再測定を行うこととした． 
 
（２）結果及び考察 
 アルゼンチン小児（6～12 歳）の Phase II 試験における血清中 Urtoxazumab 濃度分析で実施した
検量線と QC試料の測定結果を Table 40 及び Table 41 に示す． 
 各測定バッチ（plate）において，検量線のバックカリキュレーション値（真度：%RE）は 4 回
の測定バッチ中，最大でも-9.3％と判断基準の±15％以内であった． 
QC 試料の測定結果はすべて理論値の以内であり，測定に異常は認められなかった．
以上の結果から，実試料の測定に問題がないことを確認した． 
 
Table 40 Summary of standard curves for the analysis of serum Urtoxazumab concentration 
Urtoxazumab 
Plate No. 1 Plate No. 2 Plate No. 3 Plate No. 4 
(g/mL) (g/mL) RE (%) (g/mL) RE (%) (g/mL) RE (%) (g/mL) RE (%) 
0.1  0.091  -9.0  0.102  2.0  0.100  0.0  0.100  0.0  
0.2  0.216  8.0  0.205  2.5  0.206  3.0  0.206  3.0  
0.4  0.422  5.5  0.382  -4.5  0.363  -9.3  0.375  -6.3  
0.8  0.755  -5.6  0.803  0.4  0.859  7.4  0.822  2.8  
1.6  1.588  -0.8  1.596  -0.3  1.648  3.0  1.688  5.5  
3.2  3.223  0.7  3.402  6.3  3.018  -5.7  2.919  -8.8  
6.4  6.533  2.1  5.884  -8.1  6.650  3.9  6.824  6.6  
12.8  12.624  -1.4  13.326  4.1  12.831  0.2  12.572  -1.8  
r 0.9998  0.9983  0.9997  0.9989  
RE: Relative error 
RE (%) = (Measured concentration - theoretical concentration) / theoretical concentration  100  
r: Correlation coefficient 
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Table 41 Assay results of QC samples for the analysis of serum Urtoxazumab concentration 
Plate No. 
g/mL g/mL g/mL
QC1-1  QC1-2  QC2-1 QC2-2 QC3-1 QC3-2 
1 0.591  0.564  1.820  1.831  7.670  8.976  
2 0.554  0.560  1.883  1.936  7.859  8.041  
3 0.610  0.624  1.924  1.792  8.243  8.082  
4 0.576  0.607  1.813  1.858  8.006  7.726  
Acceptable range of QC samples 
QC1: 0.480 - 0.720 (0.6 g/mL  20%) 
QC2: 1.600 - 2.400 (2.0 g/mL  20%) 
QC3: 6.400 - 9.600 (8.0 g/mL  20%) 
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3-3 小児患者におけるヒト血清中 Urtoxazumab 濃度測定への応用 
 Urtoxazumab を STEC感染症の小児に投与するにあたり，血中で Stx-2 の活性を十分に阻害する
濃度に達する投与量を探索する必要がある．第 2 節において，ELISA による血清中 Urtoxazumab
濃度分析法の妥当性は確認され，血清中薬物濃度の測定結果は信頼性の高いものと考えられた． 
そこで，First in human の試験として海外健康成人における臨床薬理試験，続いて小児 STEC感
染患者（乳幼児）における Phase II試験，小児 STEC感染患者（6～12 歳）における Phase II 試験，
日本人健康成人における臨床薬理試験の 4 試験を行い，血清中 Urtoxazumab 濃度を測定した． 
 
3-3-1 臨床試験概要 
海外健康成人を対象とした薬物動態試験は北米で，小児患者を対象とした臨床試験はアルゼン
チンで実施した．国内健康成人を対象とした国内 First in human 試験は社団法人北里研究所 臨床
薬理研究所 北里研究所バイオイアトリックセンターで実施した． 
試験計画は，現地の施設内倫理委員会または倫理委員会の承認を得て，ヘルシンキ宣言の精神
を遵守したガイドに従って実施された．試験参加にあたり成人の場合は本人から，小児の場合は
保護者からインフォームドコンセントを取得した． 
 
3-2-2 血清中 Urtoxazumab の薬物動態 
3-3-2.1血清中 Urtoxazumab濃度 
測定は，海外健康成人および小児患者（乳幼児）の臨床試験は MDS Pharma Services （St. Laurent, 
Quebec, Canada）で実施し，海外幼児（6 歳～12 歳）試験および国内健康成人は株式会社新日本科
学和歌山（和歌山，日本）にて，実施した． 
代表例として STEC感染したアルゼンチン小児患者（6～12 歳）の測定結果を Table 42 に示す． 
血清中 Urtoxazumab 濃度は投与終了後から 2 相性の消失を示し，有効薬効濃度と推定される
10 µg/mLを最低 22日間維持したことが確認された． 
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Table 42 Serum Urtoxazumab concentrations after single intravenous infusion in human 
(infants) 
Patient 
ID 
Serum concentrations (g/mL) 
Sampling point 
Pre-dose 
 Day 1  
Day 2 Day 4 Day 8 Day 22 Day 57 
  0 h* 8 h**   
1004-01 BLOQ  74.497  42.317   40.370  27.132  22.802  14.329  7.519  
1014-04 BLOQ  52.842  42.910   39.189  25.548  22.145  17.218  6.109  
1028-07 BLOQ  61.534  49.593   42.728  31.788  31.304  18.484  6.903  
6003-03 BLOQ  56.606  52.814   44.705  41.973  32.980  21.247  10.216  
6022-12 BLOQ  39.706  34.253   30.065  19.052  15.357  12.653  6.323  
6043-14 BLOQ  56.061  49.446   38.257  28.367  28.005  19.909  12.827  
7018-05 BLOQ  62.628  47.710   36.987  27.299  23.150  15.050  13.584  
1005-02 BLOQ  BLOQ BLOQ  NS BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
1023-06 BLOQ  BLOQ BLOQ  BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
1035-11 BLOQ  52.250  33.331   30.045  23.901  20.116  12.369  6.651  
5003-08 BLOQ  30.203  24.171   24.294  24.071  22.386  14.943  7.353  
6018-10 BLOQ  BLOQ BLOQ  BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
6037-13 BLOQ  BLOQ BLOQ  BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
7023-09 BLOQ   67.393  57.439    45.639  35.323  27.384  21.504  9.455  
Mean 0.000   55.372  43.398   37.228  28.445  24.563  16.771  8.694  
SD 0.000    12.901  10.195    7.007  6.506  5.336  3.400  2.723  
*: 0 hours after end of infusion 
**: 8 hours after end of infusion 
BLOQ: Values below the lower limit of quantification (< 0.2 g/mL) 
SD: Standard deviation, NS: No sample 
Mean and SD were calculated from subjects (ten subjects) of active treatment. 
Patient ID 1005-02, 1023-06, 6018-10 and 6037-13 are placebo. 
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3-3-2.2 血清中 Urtoxazumab の薬物動態解析 
（１）血清中 Urtoxazumab 濃度推移 
海外健康成人における血清中薬物濃度推移を Fig.20に，小児 STEC感染患者（乳幼児）におけ
る血清中薬物濃度推移を Fig.21 に，小児 STEC 感染患者（6～12 歳）における血清中薬物濃度推
移及び国内健康成人における血清中薬物濃度推移を Fig.22に示す． 
 
   
Fig.20 Serum concentration-time curve following a single intravenous infusion of 
Urtoxazumab (Mean ± SD) in healthy adult subjects 
Each point represents the mean ± SD (standard deviation). 
Data are the mean and SD of the results from subjects (ten subjects) of active treatment. 
 
 
Fig. 21 Serum concentration-time curve following a single intravenous infusion of 
Urtoxazumab (Mean ± SD) in pediatric subjects infected with STEC  
Each point represents the mean ± SD (standard deviation). 
Data are the mean and SD of the results from subjects (ten subjects) of active treatment. 
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Fig.22 Serum concentration-time curve following a single intravenous infusion of 
Urtoxazumab (Mean ± SD) in pediatric STEC-infected subjects (6-12 years old) and 
healthy male Japanese 
Each point represents the mean ± SD (standard deviation). 
Data are the mean and SD of the results from subjects (ten subjects) of active treatment. 
 
海外健康成人で投与量 0.1 mg/kg～3 mg/kg まで，国内健康成人では 1 mg/kg～6 mg/kg まで，血
清中 Urtoxazumab濃度は用量依存的に推移した．両試験を通じて投与量 0.1 mg/kg～6 mg/kgまで，
血清中 Urtoxazumab 濃度は用量依存的に推移した．国内健康成人と海外小児患者（6～12 歳）に 3 
mg/kg 投与したときの平均血中濃度レベルは，投与後約 1 週間小児の方が低く推移していたが，
投与後 3 週間以降は小児の方がやや高く推移した（Fig.22）． 
Urtoxazumab の In vitro 中和活性試験より推察される有効血中濃度は 10g/mL であり，Urtoxazu- 
mab 3 mg/kg 以上の投与で有効性が期待された． 
 
（２）血清中 Urtoxazumab 薬物動態パラメータの考察 
・海外試験における小児と成人の比較 
海外健康成人と小児 STEC感染患者（乳幼児）における薬物動態パラメータの比較を Table 43
に示す．乳幼児（平均約 3歳）の Cmax及び AUCinfは健康成人に比較して低値を示し，平均値で
20%以上の差があることから，乳幼児は健康成人に比較して血清中の曝露は低くなると考えられ
た． 
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Table 43 Comparison of pharmacokinetic parameters generated from a single i.v. infusion 
of Urtoxazumab in healthy adults and STEC-infected pediatric patients 
PK 
Parameters 
Healthy Adults Pediatric Patients 
1 mg/kg 
(n = 6) 
3 mg/kg 
(n = 6) 
1 mg/kg 
(n = 37) 
3 mg/kg 
(n = 35) 
Cmax (µg/mL) 25.49 ± 2.35 71.74 ± 12.52 19.64 ± 4.07 56.12 ± 12.08 
tmax (hours) 2.69 ± 2.02 3.68 ± 3.76 3.26 ± 4.18 2.93 ± 4.80 
AUCinf 
(µgd/mL) 
479.58 ± 127.92 1437.92 ± 286.50 342.30 ± 105.05 868.52 ± 268.47 
t1/2 (days) 26.3 ± 5.1 24.6 ± 5.0 24.4 ± 6.4 22.4 ± 6.2 
Vd (mL/kg) 76.7 ± 12.0 75.3  ± 13.7 109.4 ± 34.5 116.9 ± 36.8 
 
・国内試験における線形性の考察 
健康成人男性を対象に，3用量（1，3 及び 6 mg/kg）の Urtoxazumab を単回静脈内持続投与した
際の血清中薬物濃度は，投与開始後 0.5～3 時間（中央値）で Cmaxに達した後，平均 20.8～24.9 日
の半減期で消失した．Cmax は用量依存性を示し，パワーモデルによる検討で用量線形性が認めら
れた．AUCinf 及び AUCt の増加の割合が用量比をわずかに下回る可能性が示唆されたが，AUCinf
及び AUCtは用量依存性を示した． 
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小活 
第 3 章ではバイオ医薬品のバイオアナリシスとして，新規抗体医薬品である Urtoxazumab の小
児患者における血清中薬物濃度測定法について検討した．  
サンドイッチ ELISA 法により定量範囲：0.2～10 g/mL において，各濃度の真度は定量上限及
び下限では20%以内，その他の濃度で15%以内と高い定量性を示す測定系を構築した． 
分析法バリデーションにより，検量線範囲，定量限界，定量範囲，同時再現性及び日差再現性，
希釈妥当性ならびに白人及び日本人男女における選択性を確認し，全て医薬品の承認申請におけ
る BMVで規定される判断基準を満たした．また，Urtoxazumab の血清中安定性を評価し，凍結融
解 7 回，室温作業環境で 5 時間，凍結保存(-80℃)で 420 日安定であることを確認した．以上の結
果から，本法は血清中 Urtoxazumab 濃度を高い信頼性に基づいて測定できる方法と判断した． 
小児患者における薬物動態を評価するため，小児および成人の血清中Urtoxazumab測定に応用し
た．北米におけるUrtoxazumabのFirst in Humanの試験で健康成人の血清中濃度推移を明らかにした．
引き続きアルゼンチンにおいて，STEC感染患者の血清中薬物濃度推移を明らかにし，小児と成人
の薬物動態を比較，3 mg/kg投与により有効血中濃度を維持できるものと推測された． 
  - 77 -  
総括 
本論文では小児臨床試験への適用を前提として，測定目的にフォーカスした血清中濃度測定法
を確立し，妥当性・信頼性を確認するためのバリデーション方法について検討を行った．測定法
や測定目的に合わせたバリデーションの評価項目と評価基準を検証した定量法について，実際に
小児臨床試験に適用することで新たな知見を得ることができた． 
第1章では低分子医薬品として，吸入ステロイド剤であるCiclesonideについて，日本人小児喘
息患者における吸入状態を評価する目的で，血清中薬物濃度を測定した．分析にはAPPI-LC-MS/ 
MS法を採用し，血清中の未変化体と活性代謝物の二成分同時定量法を構築，バリデーションによ
り分析法の妥当性を検証した．確立した分析法を実際に小児臨床試験に応用した．血清試料の化
合物の安定性は，併行QC血清を用いて採血から実測定までの期間を保証した．小児患者における
血中濃度推移より薬物動態パラメータを解析し，国内成人との比較を行った．pMDI製剤では成人
と小児で同用量（200 μg）を吸入したときの薬物動態はほぼ変わらないことが確認された．次に，
海外で実施された小児患者の薬物動態と国内小児患者の薬物動態を比較した．背景因子を踏まえ
ながら解析した結果，国内と海外の小児で薬物動態に大きな違いはないことが確認された． 
第2章ではバイオマーカーとして，O-157の産生毒素であるStx-2の血清中濃度測定法について検
討した．化学発光-ELISA法により，血清中のStx-2濃度の定量限界は6 pg/mLを達成した．特異性
の検証過程において，血清中の生体成分の影響により30例中5例で偽陽性の発生が確認されたため，
特異的なシグナルと非特異シグナルを判別する目的で中和試験法を適用し，Stx-2特異的な測定値
の採用が可能となった．確立したStx-2の分析法を用いて，アルゼンチンにおいて小児STEC感染
患者を対象とした疫学調査に応用した．検出されたStx-2濃度は最高で17.3 pg/mLと低く，その消
失は非常に速やかであった．小児患者における血清中Stx-2はHUS発症の原因と推察されてきたが，
今回，血清中でStx-2が検出された8名の患者は全て血便を呈しており，一方，血便を発症しない
STEC患者の血清中Stx-2濃度はすべて定量限界未満であった．本研究により，STEC感染患者で血
便発症後にStex-2が循環血中に移行し消失していく過程をとらえることが可能となった． 
第 3 章では新規抗体医薬品である Urtoxazumab の小児患者における血清中薬物濃度測定法につ
いて検討した．サンドイッチ ELISA 法により定量範囲：0.2～10 g/mL において，定量上限及び
下限の真度は20%以内，その他の濃度で15%以内と高い定量性を示す測定系を構築した．分析
法バリデーションにより，検量線範囲，定量限界，定量範囲，同時再現性及び日差再現性，希釈
妥当性ならびに白人及び日本人男女の血清における選択性を確認した結果，医薬品の承認申請の
BMVで規定される判断基準を満たした．本法は血清中 Urtoxazumab 濃度を高い信頼性に基づいて
測定できる方法と考えられた．確立した測定法を，小児および成人の Urtoxazumab 臨床試験にお
ける血清中濃度測定に応用した．北米における First in Human の試験では，健康成人の血清中濃度
推移を確認し，引き続きアルゼンチンにおいて STEC 感染小児患者の血清中薬物濃度推移を明ら
かにした．小児と成人の薬物動態を解析した結果，本剤の有効血中濃度の維持には 3 mg/kg 以上
の投与が必要と考えられた． 
以上，本研究では小児臨床試験で検証に必要な化合物の分析法を，小児臨床試験に特化して開
発し，評価目的に応じたバリデーション項目により分析法の妥当性を確認した．小児臨床試験用
に感度・精度と選択性を確認した分析法は，実際の臨床試験適用においても信頼性の高い結果を
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示し，病態の考察や薬物動態の人種差，年齢差などの検討を通して新たな知見を得ることができ
た．  
本研究における BMV の評価項目や評価方法の考え方は，小児臨床試験の様な希少な検体測定
の信頼性確認に効果的であり，今後の国内小児臨床試験を推進に貢献できるものである． 
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